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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
Ap  ampicilin 
APEC E. coli, ki je patogena za ptice (ang. avian pathogenic E. coli) 
bp  bazni par, enota dolžine zaporedja nukleinske kisline 
CČN  centralna čistilna naprava 
CFU  kolonijska enota (ang. colony forming unit) 
dH2O  destilirana voda 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP  deoksiribonukleotidni trifosfati 
E. coli  Escherichia coli 
EAEC  enteroagregativna E. coli (ang. enteroaggregative E. coli) 
EHEC  enterohemoragična E. coli (ang. enterohaemorrhagic E. coli) 
EIEC  enteroinvazivna E. coli (ang. enteroinvasive E. coli) 
EPEC  enteropatogena E. coli (ang. enteropathogenic E. coli) 
ERIC enterobakterijska ponavljajoča se medgenska ohranjena zaporedja (ang. 
enterobacterial repetitive intergenic consensus) 
ETEC  enterotoksigena E. coli (ang. enterotoxigenic E. coli) 
ExPEC zunajčrevesna patogena E. coli (ang. Extraintestinal pathogenic E. coli) 
GFP  zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
ICE integrirani konjugacijski elementi (ang. integrated conjugative elements) 
IPEC  črevesni patogeni sevi E. coli (ang. Intestinal pathogenic E. coli) 
kb  1000 baznih parov, enota dolžine zaporedja nukleinske kisline 
Kn  kanamicin 
LB  gojišče Luria-Bertani 
MAC  gojišče MacConkey 
NGS  sekvenciranje naslednje generacije (ang. next-generation sequencing) 
NMEC E. coli, ki povzroča neonatalni meningitis (ang. neonatal meningitis E. 
coli) 
oriT  mesto začetka konjugativnega prenosa (ang. origin of transfer) 
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PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
rpm  vrtljaji na minuto (ang. rotations per minute) 
sdH2O  sterilna destilirana voda 
SEPEC septična E. coli (ang. sepsis-associated E. coli) 
STEC  E. coli, ki tvori šigove toksine (ang. shiga toxin-producing E. coli) 
Tp  trimetoprim 
UPEC  uropatogena E. coli (ang. uropathogenic E. coli) 
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1 UVOD 
Escherichia coli (E. coli), po Gramu negativna bakterija paličaste oblike, je klasificirana 
kot članica družine Enterobacteriaceae, ki spada v razred Gammaproteobacteria. E. coli 
je fakultativni anaerob, ki v črevesju človeka in živali s stalno telesno temperaturo 
predstavlja del normalne črevesne mikrobiote in pri zdravih posameznikih ne povzroča 
bolezni (Ishii in Sadowsky, 2008). Kljub temu, da je E. coli v črevesju predstavnica 
komenzalnih bakterij, je paradoksalno ena izmed glavnih človeških patogenov, saj 
obstajajo tudi sevi E. coli, ki povzročajo črevesne oz. zunajčrevesne okužbe (Tenaillon 
in sod., 2010).  
Kot pripadnica črevesne mikrobiote se E. coli v naravo vnaša z iztrebki ljudi in živali, 
zato se ta bakterija pogosto uporablja kot indikator fekalnega onesnaženja, še posebej 
vodnega (Ishii in Sadowsky, 2008). Številne študije so preiskovale, kako dolgo lahko 
celice E. coli vztrajajo v različnih naravnih okoljih, med drugim tudi v slanih in sladkih 
vodah, vodnih sedimentih, zemlji in gnoju (Winfield in Groisman, 2003; Ishii in 
Sadowsky, 2008). Čeprav se omenjena bakterija do pred kratkim ni obravnavala kot 
obstojna zunaj črevesnega trakta, lahko v naravi preživi več mesecev in se pod 
določenimi pogoji tudi razmnožuje (Topp in sod., 2003).  
Dejavniki, ki vplivajo na preživetje in razmnoževanje E. coli v naravnem okolju, so tako 
biotski kot abiotski. Med abiotske dejavnike prištevamo temperaturo, dostopnost vode 
in hranil, pH ter sončno radiacijo, medtem ko med biotske dejavnike štejemo prisotnost 
avtonomne okoljske mikrobiote, sposobnost bakterijskega seva za privzem hranil ter 
sposobnost tvorbe biofilma (Rochelle-Newall in sod., 2015).  
Bakterijski sevi, ki preživijo v okolju, se hitro prilagajajo na spreminjajoče se okolje, 
kot je na primer prisotnost antibiotikov, težkih kovin ali organskih onesnaževal. Hitro 
prilagajanje jim med drugim omogoča horizontalni prenos genov, najpogosteje s 
plazmidi (Soucy in sod., 2015). Plazmidi po definiciji ne kodirajo za gostitelja 
funkcionalno esencialnih genov, vendar lahko imajo zapise za gene, ki vplivajo na 
celično fiziologijo gostitelja (del Solar in sod., 1998). 
Med načine horizontalnega prenosa genskega materiala spada proces konjugacije, ki je 
tisti horizontalni genski prenos, ki se dogaja ob neposrednem stiku dveh celic. Je 
proces, pri katerem se molekula DNA prenese enosmerno iz donorske celice, ki vsebuje 
konjugativni plazmid, v recipientsko celico, po vzpostavitvi fizičnega kontakta 
(Madigan in sod., 2018). Na frekvenco prenosa plazmida poleg fizikalno-kemijskih 
dejavnikov v okolju vplivajo tudi selekcijski pritisk, razpoložljivost energije (Händel in 
sod., 2013) in gostota celic v okolju (Hausner in Wuertz, 1999). Večja kot je gostota 
celic v mediju večja je verjetnost za naključni stik med celicami donorja in recipienta. 
Zaradi strukturne nehomogenosti naravnih okolij, kot so tla in sediment, so možnosti 
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interakcij med celicami donorja in recipienta močno omejene (Raynaud in Nunan, 
2014).  
Na preživetje, rast in sprejem novih genskih elementov v bakterijske seve, ki so na novo 
prineseni v neko okolje, močno vpliva že obstoječa okoljska mikrobiota. V sedimentih 
ima mikrobiota ključno vlogo pri kroženju hranil, imobilizaciji težkih kovin in 
razgradnji organskih spojin. Raziskava sedimentov Rumene reke na Kitajskem, v kateri 
so ocenjevali obremenitve sedimentov zaradi onesnaževanja in spremljali biološke 
odzive ter ekološke funkcije, je pokazala, da glavni predstavniki bakterijske združbe 
sedimentov spadajo v debla Proteobacteria, Bacteroidetes in Planctomycetes (Xia in 
sod., 2014). Malce drugačne rezultate je dala raziskava rečnih sedimentov v osrednji 
Nemčiji, kjer so prevladovala debla Proteobacteria, Fibrobacteres in Acidobacteria 
(Beier in sod., 2008). 
1.1 CILJI IN HIPOTEZE 
Namen magistrskega dela je bilo ugotoviti, ali je E. coli zmožna prenosa genskega 
materiala s konjugacijo v rečnem sedimentu in če je, pod katerimi fizikalno – 
kemijskimi pogoji. Nadalje smo želeli opredeliti, kakšna je struktura mikrobne združbe 
v sedimentu močno obremenjene predalpske reke v osrednji Sloveniji - Kamniške 
Bistrice. Tako smo si zastavili dve hipotezi: 
• Konjugacija med sevi E. coli bo potekala v rečnem sedimentu. 
• Struktura mikrobne združbe v sedimentu Kamniške Bistrice se bo razlikovala 
glede na čas in mesto odvzema sedimenta. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 Escherichia coli 
Bakterija E. coli, je po Gramu negativna bakterija paličaste oblike. Celice so velike med 
2 in 3 µm in v širino merijo približno 0,5 µm. E. coli uvrščamo med 
gamaproteobakterije, natančneje v družino Enterobacteriaceae in rod Escherichia 
(Madigan in sod., 2018).  
Bakterija E. coli je fakultativni anaerob, ki ni sposoben sporulacije. Živi v črevesju 
človeka in drugih živali s stalno telesno temperaturo, kjer jo najdemo kot komenzal in 
del normalne črevesne mikrobiote (Finegold in sod., 1983). Ocenjuje se, da je v 
človeški populaciji približno 1021 celic E. coli, ki je pogosto tudi prva bakterija, ki 
kolonizira črevesje dojenčka in zatem ostane doživljenjski kolonizator (Palmer in sod., 
2007). Kot komenzalni mikroorganizem E. coli v prebavilih sintetizira vitamin K ter 
vitamine skupine B in ščiti prebavni trakt pred kolonizacijo patogenih 
mikroorganizmov, saj prepreči njihovo pritrditev in razmnoževanje. V prebavnem traktu 
prav tako porablja kisik in tako pripomore k vzdrževanju anoksičnega okolja (Guarner 
in Malagelada, 2003). Čeprav E. coli v prebavilih kot komenzal predstavlja del naravne 
mikrobiote, pa to ne velja za vse seve, saj so nekateri sevi za človeka nevarni oz. 
patogeni (Madigan in sod., 2018). Z iztrebki E. coli prehaja iz črevesja v okolje, tako da 
jo lahko najdemo tudi v zemlji in vodi, ter je zato indikator fekalnega onesnaženja (Jang 
in sod., 2017). 
Sevi E. coli so večinoma gibljivi, kar jim omogočajo peritrihni bički oz. flageli, ki so 
poleg za gibljivost pomembni tudi za kolonizacijo gostitelja in tvorbo biofilma 
(Madigan in sod., 2018). Ob peritrihih bičkih imajo nekateri sevi E. coli za pritrjanje na 
gostiteljske celice tudi adhezine, kot so fimbrije in proteini zunanje membrane (Le 
Bouguénec, 2005). Pomembni izrastki nekaterih sevov E. coli so tudi pili, ki omogočajo 
konjugacijo, obliko horizontalnega genskega prenosa, ki se dogaja med dvema 
celicama, ki sta v neposrednem kontaktu (de la Cruz in sod., 2010). 
E. coli je zmožna rasti na veliko različnih substratih. In vitro jo lahko gojimo na 
različnih virih ogljika in energije. Najbolje raste na sladkorjih, med drugim na različnih 
mono- in disaharidih, vendar ni zmožna rasti na kompleksnih polisaharidih. E. coli 
lahko raste tudi na aminokislinah in karboskilatih, za razgradnjo katerih je potreben 
cikel glukoneogeneze. Energijo pridobiva z respiratornim kot tudi s fermentativnim 
metabolizmom. Centralni metabolizem E. coli predstavljajo Embden-Meyerhof-Parnas 
glikolitični cikel, cikel pentoza fosfat, cikel Entner-Dourdoff ter cikel citronske kisline. 
V anaerobnih pogojih energijo pridobiva z mešano kislinsko fermentacijo, katere 
produkti so laktat, sukcinat, etanol, acetat in CO2 (Fabich in sod., 2008). Optimalna 
temperatura za rast E. coli je 37 °C, nekateri laboratorijski sevi so zmožni rasti tudi pri 
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višjih temperaturah, vse do 50 °C. Bakterijska rast se zmanjša pri temperaturi pod 21 °C 
in se ustavi pri 7,5 °C (Strocchi in sod., 2006).  
E. coli je eden izmed glavnih modelnih mikroorganizmov, njen genom pa je bil eden 
izmed prvih v celoti sekvenciranih bakterijskih genomov (Madigan in sod., 2018). 
Zaradi dobre raziskanosti se v raziskavah na področju genetike, molekularne biologije 
in fiziologije bakterij uporablja dobro raziskan referenčni sev E. coli K-12. Genom seva 
K-12 je krožne oblike, v dolžino meri 4,64 × 106 bp in ima zapis za več kot 4000 genov 
(Tenaillon in sod., 2010). Poleg kromosoma se v bakterijskih celicah pogosto pojavljajo 
tudi izvenkromosomski elementi DNA, t. i. plazmidi, ki se med sevi lahko prenašajo s 
pomočjo konjugacije, transdukcije in transformacije, ter na ta način omogočajo hiter 
prenos dednega materiala v populaciji (Madigan in sod., 2018). 
2.1.1 Komenzalni sevi E. coli 
Prebavni sistem podpira rast komenzalnih bakterij, ki jim pravimo črevesna mikrobiota. 
V debelem črevesju te bakterije kolonizirajo epitelijske celice gostitelja in z njimi 
interagirajo. Od gostitelja komenzalni sevi pridobivajo hranila ter mu v zameno nudijo 
različne koristi, kot npr. sintezo vitaminov (Salyers in Whitt, 2002). Večino bakterijskih 
vrst, ki kolonizirajo prebavni trakt, uvrščamo v rodove Bifidobacterium, Bacteroides, 
Lactobacillus, Clostridium, Fusobacterium in družino Enterobacteriaceae (Tchaptchet 
in Hansen, 2011). Komenzalni sevi črevesne mikrobiote imajo tri glavne funkcije v 
prebavilih: varovalno, strukturno in metabolično. Komenzalni sevi bakterij tekmujejo s 
patogenimi sevi za hranila in epitelijske receptorje, ter na ta način prebavni trakt 
varujejo pred naselitvijo patogenih sevov. Nekateri sevi črevesne mikrobiote, npr. 
pripadniki mlečno kislinskih bakterij, sintetizirajo bakteriocine in mlečno kislino, ki 
inhibirajo rast drugih bakterijskih vrst. Poleg varovanja prebavnega trakta pred patogeni 
ima črevesna mikrobiota tudi metabolično funkcijo, saj sintetizirajo nekatere esencialne 
vitamine, kot sta biotin in folna kislina, ter vršijo fermentacijo neprebavljivih 
prehranskih ostankov v kratke maščobne kisline (Guarner in Malagelada, 2003).  
Glavna dejavnika, ki E. coli omogočata rast v prebavnem traktu, sta sposobnost 
pritrditve in razmnoževanja v njem. Celice E. coli se lahko pritrdijo na specifične s 
sluzjo (mukusom) prekrite specifične receptorje epitelijskih celic. Celice E. coli v 
črevesju mukus razgrajujejo s čimer pridobivajo hranila, kot so monosaharidi in drugi 
glikoproteini (Conway in Cohen, 2015). Sevi E. coli, ki jih najdemo v prebavnem traktu 
živali s stalno telesno temperaturo so lahko komenzali, ki živijo v simbiozi z gostiteljem 
in mu nudijo zaščito pred patogenimi mikroorganizmi, ali pa patogeni sevi, ki 
povzročajo okužbe znotraj oz. zunaj črevesnega trakta. E. coli tako sodi med 
najpogostejše vzroke črevesnih in zunajčrevesnih okužb (Stecher in Hardt, 2008).  
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2.1.2 Patogeni sevi E. coli 
Patogene seve E. coli razvrščamo v skupine oz. patotipe glede na prisotnost virulentnih 
dejavnikov oz. glede na anatomsko pozicijo okužbe v telesu. Glede na slednjo patogene 
seve razvrstimo v dve skupini, črevesne in zunajčrevesne patogene E. coli. Črevesne E. 
coli oz. IPEC (ang. intetstinal pathogenic E. coli) v telo zaidejo preko kontaminirane 
hrane ali vode. Ti sevi vedno nakazujejo na okužbo, saj niso predstavniki normalne 
mikrobiote prebavnega trakta, so obligatni patogeni in povzročajo okužbe prebavnega 
trakta. Zunajčrevesne E. coli oz. ExPEC (ang. extraintestinal pathogenic E. coli) se od 
IPEC razlikujejo v tem, da so pred povzročitvijo okužbe del normalne mikrobiote oz. 
komenzalov. Okužba z ExPEC lahko nastopi v primeru, ko bakterija iz črevesja zaide v 
druge anatomske predele telesa, ki so večinoma sterilni (npr. sečila) (Kohler in 
Dobrindt, 2011).  
2.1.2.1 Črevesni patogeni sevi (IPEC) 
Sevi IPEC v telo vstopijo s kontaminirano hrano in/ali vodo in pri ljudeh povzročajo 
drisko in enterična obolenja. Glavni virulentni dejavniki sevov IPEC so adhezini, ki 
služijo za pritrjanje na celice epitelija. Obstaja najmanj šest patotipov črevesnih 
patogenih E. coli:  
- enteropatogena E. coli ali EPEC (ang. enteropathogenic E. coli); 
- enteroagregativna E. coli oz. EAEC (ang. enteroaggregative E. coli);  
- enterotoksigena E. coli ali ETEC (ang. enterotoxigenic E. coli); 
-  enteroinvazivna E. coli oz. EIEC (ang. enteroinvasive E. coli); 
- difuzno-adherentna E. coli ali DAEC (ang. diffusely adherent E. coli); 
- E. coli, ki tvori šigove toksine (STEC) (ang. shiga toxin-producing E. coli), 
poznana tudi kot enterohemoragična E. coli (EHEC) (ang. enterohaemorrhagic 
E. coli) (Kaper in sod., 2004). 
2.1.2.2 Zunajčrevesni patogeni sevi (ExPEC) 
Zunajčrevesna patogena E. coli povzroča okužbe različnih anatomskih delov telesa in 
ima širok nabor virulentnih dejavnikov. Ti sevi poleg okužb urinarnega trakta 
povzročajo tudi bakteriemijo in sepso ter okužbe tudi na drugih zunajčrevesnih 
anatomskih mestih (Riley, 2014). V skupino ExPEC, ki povzročajo okužbe ljudi, 
spadajo tako uropatogena E. coli oz. UPEC (ang. uropathogenic E. coli), E. coli, ki 
povzroča neonatalni meningitis oz. NMEC (ang. neonatal meningitis E. coli) in septični 
sevi E. coli oz. SEPEC (ang. sepsis-associated E. coli). Poznamo tudi ptičje patogene 
seve E. coli oz. APEC (ang. avian pathogenic E. coli), ki povzročajo okužbe pri pticah. 
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Sevi ExPEC imajo številne virulentne dejavnike, kot so adhezini, toksini, sistemi za 
privzem železa, lipopolisaharidi, polisaharidne kapsule in invazini. Zapisi za virulentne 
dejavnike se ponavadi nahajajo na otokih patogenosti, plazmidih in drugih genetskih 
mobilnih elementih (Kaper in sod., 2004).  
2.1.3 E. coli v naravnem okolju 
E. coli je še do nedavnega veljala za bakterijo, ki zunaj gostitelja v naravnem okolju naj 
ne bi preživela zaradi nezmožnosti pomnoževanja. Nove študije kažejo na to, da lahko 
ta bakterija ne samo dlje časa preživi zunaj gostitelja, ampak se tudi razmnožuje v 
zemlji, pesku (Winfield in Groisman, 2003) in sedimentu (Ishii in Sadowsky, 2008) ter 
še posebej v toplejših in onesnaženih vodah, zaradi česar je dober indikator fekalnega 
onesnaženja (McFeters, 1990). E. coli je zmožna preživeti dlje časa brez hrane in lahko 
raste v morski vodi (Rozen in Belkin, 2001). Nekateri sevi E. coli lahko v okolju 
naturalizirajo oz. postanejo del okoljske mikrobiote. Naturalizirani genotipi E. coli se v 
okolju skozi čas spreminjajo in se tako genotipsko razlikujejo od izvirnega 
gostiteljevega genotipa, kar je dokaz genotipske evolucije, ki se vrši zaradi pritiskov 
okolja (Ishii in sod., 2006).  
Iz gostitelja se tako v okolje lahko vnesejo komenzalni, kot tudi potencialno patogeni 
sevi E. coli. Sev E. coli O157:H7 in nekateri drugi patogeni sevi so znani po tem, da 
lahko dlje časa vztrajajo v gnoju in na površinah listov zelenjave ter nato po vnosu v 
gostitelja povzročajo okužbe (Delaquis in sod., 2007). Še poseben problem v okolju 
predstavljajo sevi s prisotnimi geni za antibiotske rezistence. Iz rečnih okolij so tako že 
izolirali seve E. coli, ki vsebujejo tako virulentne dejavnike črevesnih in zunajčrevesnih 
patotipov, kot tudi gene za beta-laktamaze razširjenega spektra (Jang in sod., 2013).  
2.1.3.1 Vpliv okoljskih dejavnikov na rast in preživetje E. coli 
Na rast in preživetje E. coli v naravnem okolju vplivajo tako biotski kot abiotski 
dejavniki. Abiotski dejavniki, ki vplivajo na rast in razmnoževanje E. coli v naravnem 
okolju so temperatura, dostopnost vode in hranil, pH in sončna radiacija. Med biotske 
dejavnike štejemo prisotnost ostalih mikroorganizmov v okolju, sposobnost E. coli za 
prevzem hranil, tekmovanje z ostalimi mikroorganizmi in sposobnost tvorbe biofilma v 
naravnem okolju (Rochelle-Newall in sod., 2015).  
Temperatura je eden izmed najpomembnejših dejavnikov, ki vplivajo na rast in 
razmnoževanje E. coli v naravnem okolju. V črevesju živali s stalno temperaturo in ljudi 
je temperatura okolja stabilna in optimalna za rast E. coli. V nasprotju z optimalno in 
stabilno temperaturo v gostitelju, je temperatura v okolju pogosto nizka (<30 °C) in se 
spreminja. V študijah so dokazali, da je E. coli zmožna rasti v zemlji pri temperaturah 
nižjih od 30 °C, (Ishii in sod., 2006) in da je E. coli zmožna v okolju preživeti dlje časa 
pri temperaturi, ki je znatno nižja kot v gostiteljskem telesu. Poleg nizkih temperatur na 
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preživetje in rast bakterij v naravnem okolju vplivajo tudi pogoste temperaturne 
spremembe (Semenov in sod., 2007). 
Dostopnost vode je eden izmed ključnih faktorjev za rast E. coli v primeru, da so ostali 
dejavniki v primernih tolerančnih območjih. V naravi stres za bakterije pogosto 
predstavlja pomanjkanje vode oz. izsušenost. Rast E. coli se v primeru izsušenosti 
okolja močno zmanjša, medtem ko na preživetje bakterijskih celic izsušenost ne vpliva. 
V primeru rehidracije okolja celice, ki so preživele obdobje suše ponovno začno z 
razmnoževanjem, kar kaže na to, da je dostopnost vode kritična za rast in ne za 
preživetje E. coli (Evans in Wallenstein 2012).  
Dostopnost hranil v obliki ogljika, dušika in fosforja, je pomemben faktor, ki vpliva na 
rast in preživetje E. coli v okolju. V primerjavi s črevesjem gostitelja je v naravi nizka 
vrednost hranil, ki so pripravljene za prevzem. Ker E. coli energijo pridobiva na različne 
načine in je zmožna razgradnje različnih ogljikovih substratov, med drugim tudi 
aromatskih spojin (Díaz in sod., 2001), je bakterija v glukozno osiromašenem okolju 
zmožna katabolne fleksibilnosti, v odvisnosti od v okolju prisotnih z ogljikom bogatih 
virov (Franchini in Egli, 2006).  
Okoljski pH lahko vpliva na preživetje in rast E. coli v zemlji. Bakterijska odpornost 
na neoptimalne pH vrednosti se spreminja glede na sev (van Elsas in sod., 2011). Sevi 
E. coli serotipa O157:H7 so bolj odporni proti nižjim vrednostim pH in kažejo visoko 
stopnjo preživetja za razliko od sevov, ki niso serotipa O157 (Lin in sod., 1996). 
Podobno kot acidofili, nekateri sevi E. coli O157:H7 bolje preživijo pri nižjih kot pri 
relativno višjih vrednostih pH (van Elsas in sod., 2011). E. coli se nizkemu pH upira z 
mehanizmi, kot je sistem za odpornost proti kislinam, ki temelji na antiportu 
dekarboksilaze (Foster, 2004). 
Sončna radiacija je najbolj učinkovit abiotski dejavnik, ki povzroča propad 
indikatorjev fekalnega onesnaženja v vodah, med katere prištevamo tudi E. coli. 
Inaktivacija indikatorjev fekalnega onesnaženja s sončno radiacijo poteka na principu 
treh mehanizmov, ki temeljijo na fotobiološki, fotooksidativni in fotokemijskih poteh. 
Sončna radiacija, še posebej ultravijolični žarki, so zmožni direktnega poškodovanja 
DNA (fotobiološki mehanizem) in oksidacije celične vsebine (fotooksidativni 
mehanizem), vendar samo na globinah kamor sončna svetloba seže. Prisotnost kisika in 
organskih snovi v okolju lahko pospešijo proces fotooksidativnega poškodovanja. Ob 
stiku kisika in organske snovi se namreč tvorijo destruktivne molekule kot so kisikovi 
prosti radikali in vodikov peroksid. Efekt sončne svetlobe na preživetje E. coli niha 
glede na čas izpostavljenosti in turbidnost vodnega okolja. Sončna radiacija ima manjši 
vpliv na E. coli, ki se nahaja v zemlji ali sedimentih (Whitman in sod., 2004).  
Prisotnost drugih mikroorganizmov je pomemben faktor, ki vpliva na rast in 
preživetje E. coli v okolju. Protozoji in fagi so v naravnem okolju najpomembnejši 
plenilci E. coli in so v vodi odgovorni za odstranitev do 70 % indikatorjev fekalnega 
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onesnaženja (Korajkić in sod., 2014). V naravnem okolju mora E. coli za preživetje 
tekmovati z okoljsko mikrobioto za omejene vire hranil in se braniti pred okoljskimi 
antagonisti. Populacije E. coli veliko bolje rastejo v sterilni kot v nesterilni zemlji, kar 
kaže na velik učinek mikrobiote na preživetje E. coli (Unc in sod., 2006). Preživetje v 
okolje nedavno izpostavljenih populacij E. coli je odvisno od raznovrstnosti okoljske 
mikrobne skupnosti. Preživetje v okolje izpostavljenega seva E. coli O157:H7 in 
diverziteta okoljske mikrobne skupnosti sta obratno sorazmerna, kar kaže na to, da je na 
novo predstavljenim bakterijskim populacijam težko prodreti v ekološko nišo s 
kompleksno mikrobioto (van Elsas in sod., 2011). 
Biofilmi, ki jih E. coli tvori na površinah v vodnih okoljih, kot so sedimenti, so faktor, 
ki močno prispevajo k zmožnosti vztrajanja E. coli v naravnih okoljih (Lee in sod., 
2006). Biofilmi bakterije varujejo pred sovražnimi okoljskimi pogoji, kot so UV 
sevanje, izsuševanje, protozoji, antibiotiki in dezinfektanti. Tvorba biofilmov omogoča 
boljšo oskrbo bakterijskih celic s hranili v osiromašenem okolju. Nekatere bakterijske 
celice se zaradi povečanega vodnega toka ločijo od zrelega biofilma in se prenesejo na 
druge lokacije v vodnem okolju, kjer začno tvoriti nov biofilm, kar pomeni, da se lahko 
E. coli iz biofilma prenese na drugo lokacijo brez dokazov o fekalni onesnaženosti 
vodnega okolja (McDougald in sod., 2012). 
2.2 PLAZMID 
Plazmidi so krožne ali linearne izvenkromosomske dvoverižne molekule DNA, ki se 
podvajajo avtonomno oz. neodvisno od kromosoma (del Solar in sod., 1998).  
Skupaj z bakteriofagi in ostalimi integrativnimi konjugativnimi elementi plazmidi 
predstavljajo pomembno skupino mobilnih genetskih elementov, ki so pomembni kot 
vektorji horizontalnega genskega prenosa (Sørensen in sod., 2005). Plazmidi omogočajo 
prenos genskega materiala med različnimi gostitelji in so zmožni spreminjanja 
gostiteljevega genoma preko mehanizmov transpozicije in rekombinacije. Ker se lahko 
plazmidi prenašajo v nove gostitelje preko več mehanizmov, jih obravnavamo kot 
množico izvenkromosomske DNA, ki se lahko prenaša med populacijami (del Solar, 
1998).  
Plazmidi po definiciji ne kodirajo funkcionalno esencialnih genov gostitelja, vendar 
lahko imajo zapise za gene, ki vplivajo na celično fiziologijo gostitelja (Madigan in 
sod., 2018). Za gostitelja so zelo pomembni, saj lahko kodirajo gene za rezistence proti 
antibiotikom, težkim kovinam, sevanju, virulentne dejavnike, zapise za metabolne poti, 
gene za sintezo bakteriocinov in druge gene, ki recipientu omogočajo adaptacijo in 
zmožnost preživetja v neoptimalnih pogojih (del Solar in sod., 1998).  
Poznamo več tisoč različnih plazmidov, samo iz E. coli jih je bilo izoliranih več kot 
300. Večina plazmidov je krožne oblike, nekateri se v celicah nahajajo tudi v linearni 
obliki. Plazmidi so različnih velikosti, ki variirajo med 1 kbp do več kot 1 Mbp. 
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Nekatere bakterije lahko vsebujejo več različnih plazmidov naenkrat in hkrati v 
različnem številu kopij, ki variirajo od ene kopije plazmida do več kot sto kopij na 
celico (Madigan in sod., 2018). V celici lahko soobstajajo samo plazmidi, ki so med 
seboj kompatibilni. Nekompatibilni plazmidi so izključeni iz gostiteljske celice. Končno 
število kopij plazmida v gostiteljski celici določajo tip plazmida, gostiteljski organizem 
in rastni pogoji (del Solar in sod., 1998).  
Plazmide glede na njihovo mobilnost razdelimo v tri kategorije. Prva kategorija so 
konjugativni plazmidi, ki kodirajo celoten nabor genov potrebnih za konjugacijo in so 
zmožni samostojnega prenosa v novo gostiteljsko celico. Druga kategorija so plazmidi, 
ki se jih lahko mobilizira. Ti ne kodirajo celotnega nabora genov potrebnega za izvršitev 
konjugacije in se lahko v nove gostiteljske celice prenesejo samo ob prisotnosti 
konjugativnega plazmida, ki zagotovi za konjugacijo potrebne gene. Zadnja kategorija 
so nekonjugativni plazmidi. Ti niso zmožni prenosa v novo gostiteljsko celico preko 
konjugacije ali mobilizacije, temveč se prenesejo le z naravno transformacijo ali 
transdukcijo (Smillie in sod., 2010).  
2.2.1 Prenos genskega materiala 
Komparativne genomske analize sorodnih mikroorganizmov z različnimi fenotipskimi 
lastnostmi so razkrile izrazite razlike v bakterijskih genomih. Genomske razlike močno 
sorodnih mikroorganizmov so pogosto posledica horizontalnega genskega prenosa, 
prenosa genskega materiala med celicami, ki si niso direktni potomci (Madigan in sod., 
2018).  
Med širokim spektrom bakterij prihaja do neomejene izmenjave genetskega materiala, 
kar pripomore k raznovrstnosti bakterijskih genomov in pridobivanju novih lastnosti. 
Med mobilne genetske elemente, ki se prenašajo med bakterijskimi genomi spadajo 
insercijska zaporedja, transpozoni, integroni, bakteriofagi, genomski otoki, plazmidi in 
kombinacije teh elementov (Sørensen in sod., 2005).  
Pri bakterijah poznamo tri mehanizme horizontalnega genskega prenosa: 
transformacijo, transdukcijo in konjugacijo. Transformacija je prenos genetskega 
materiala, pri katerem se prosta DNA iz okolice vnese in inkorporira v genski material 
recipientske celice. Transdukcija je prenos bakterijske DNA iz ene celice v drugo preko 
bakterijskega virusa (bakteriofaga). Konjugacija je mehanizem prenosa genskega 
materiala, pri katerem je potreben neposreden stik med dvema celicama in prisotnost 
konjugativnega plazmida v donorski celici (Madigan in sod., 2018). 
2.2.2 Konjugacijski prenos DNA 
Konjugacija je način horizontalnega genskega prenosa pri po Gram negativnih in po 
Gramu pozitivnih bakterijah, ki ga pogojuje neposreden stik med celicama (Madigan in 
sod., 2018). Je proces, pri katerem se DNA, po vzpostavitvi fizičnega kontakta, prenese 
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 10 
 
enosmerno iz donorske v recipientsko celico. Informacija, ki je potrebna za 
konjugacijski prenos DNA, je običajno zapisana na konjugativnih plazmidih ali pa 
drugih genetskih mobilnih elementih, kot je npr. integrirani konjugacijski element oz. 
ICE (ang. integrated conjugative elements) (Frost in sod., 2005).  
Proces konjugacije poteka med dvema celicama, donorsko celico, ki vsebuje 
konjugativni plazmid in recipientsko celico, ki ne vsebuje konjugativnega plazmida. V 
procesu konjugacije se lahko poleg konjugativnih plazmidov prenesejo tudi drugi 
genetski elementi, ki se sami niso sposobni prenesti ampak so v procesu mobilizirani 
(Frost in sod., 2005).  
 
Slika 1: Shema konjugacijskega prenosa DNA iz donorske v recipientsko celico (povzeto po Brown, 
2010). 
Mehanizem konjugacije je bil odkrit zaradi ugotovitve, da je plazmid F zmožen 
mobilizacije gostiteljevega kromosoma. Mehanizem prenosa se lahko razlikuje glede na 
sodelujoči plazmid, vendar večina plazmidov po Gramu negativnih bakterij uporablja 
mehanizme podobne mehanizmu, ki ga ima plazmid F (Madigan in sod., 2018).  
2.2.2.1 Plazmid F 
Plazmid F je krožna molekula DNA, velika okoli 100 kbp. Njegova genetska karta je 
prikazana na sliki 2. Plazmid F je sestavljen iz več regij. Prva je replikacijska regija 
RepFIA, ki je glavna replikacijska regija tega plazmida in v kateri se nahajajo vsi geni 
potrebni za avtonomno replikacijo plazmida. Druga regija je od RepFIA neodvisna 
replikacijska regija RepFIB, katere vloga je vzdrževanje plazmida F v celici ob 
odsotnosti RepFIA. Poleg replikacijskih regij ta plazmid vsebuje kopijo transpozona 
Tn1000, ki prekinja replikacijsko regijo RepFIC, dve insercijski zaporedji IS3 in eno 
IS2 (Firth in sod., 1996). 
Poleg regij z geni za podvojevanje DNA plazmid F vsebuje regijo tra, v kateri so 
zapisani vsi potrebni geni za učinkovit konjugativni prenos plazmida iz donorske v 
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recipientsko celico. Regija tra se začne z mestom oriT in se končna z genom finO. 
Veliko genov regije tra sodeluje pri formaciji paritvenega para, medtem ko večina 
nadzoruje sintezo konjugacijskega pila in sekrecijskega sistema tipa IV. Pil sintetizira 
samo donorska celica (Firth in sod., 1996).  
 
Slika 2: Shematski prikaz genetske karte plazmida F (povzeto po Firth in sod., 1996).  
Mehanizem konjugacijskega prenosa s plazmidom F je prototip za različne 
konjugacijske sisteme (Firth in sod., 1996).  
2.2.2.2 Mehanizem konjugacijskega prenosa DNA 
Proces konjugacije po Gramu negativnih bakterij posredujejo trije med seboj povezani 
kompleksi: DNA procesivni kompleks, ki se imenuje relaksosom, membranski 
sekrecijski sistem tipa IV in pil (Ilangovan in sod., 2015). 
Konjugacijski prenos se sproži ob kontaktu dveh celic. Pili iz družine F imajo naravno 
nagnjenje k raztezanju in krčenju, zato vezava pila na recipientsko celico neizogibno 
pripelje recipientsko celico k donorski. Ob približanju se vzpostavi celični stik, ki sproži 
začetek konjugacije, vendar se konjugacija lahko sproži tudi ob oddaljenosti celic. Sledi 
nameščanje in sestavljanje relaksosoma oz. konjugacijskega aparata na določenem 
mesto na plazmidni DNA, ki se imenuje oriT (ang. origin of transfer). Na 
konjugativnem plazmidu, pred prenosom DNA v recipienta, relaksosom podvoji 
plazmidno DNA v donorski celici po mehanizmu kotalečega se kroga, medtem ko se 
komplementarna veriga sintetizira v recipientu. Glavna komponenta relaksosoma je 
relaksaza, ki reže plazmidno DNA v mestu oriT in sproži prenos (de la Cruz in sod., 
2010). Drugi za konjugacijo pomemben sistem je podtip membranskega sekrecijskega 
sistema tipa IV, imenovan transferosom. Transferosom v bakterijski celični steni tvori 
transportni kanal za prenos plazmidne DNA iz donorske v recipientsko celico in skupaj 
s pili na površini celice posreduje kontakt med donorsko in recipientsko celico (Redzej 
in sod., 2017). 
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Recipientsko celico, ki prejme plazmidno DNA in v kateri se izražajo geni prejetega 
plazmida, imenujemo transkonjuganta. Le ta po prejetju postane donor plazmida za 
druge recipientske celice, kar pomeni, da so konjugativni plazmidi zmožni zelo hitrega 
širjenja v bakterijski populaciji (Madigan in sod., 2018). 
2.2.2.3 Plazmid pKJK5 
Plazmid pKJK5 je 54.383 bp velika krožna molekula DNA. Je konjugativni plazmid, ki 
so ga izolirali iz zemeljskega okolja z eksogeno plazmidno izolacijo. Vsebuje gene z 
odpornostmi proti tetraciklinu in trimetoprimu ter nima genov, ki bi promovirali tvorbo 
biofilma (Bahl in sod., 2006).  
Plazmid pKJK5 uvrščamo med plazmide skupine IncP-1. Sestavljen je iz več regij, med 
drugim iz regije Tra1, ki vsebuje gene tra za prenos in podvojevanje DNA ter mesto 
začetka konjugativnega prenosa oriT. Naslednja je regija Tra2, ki vsebuje gene trb za 
formacijo paritvenega para. Plazmid vsebuje tudi centralno kontrolno regijo, ki kodira 
proteine za vzdrževanje plazmida v gostiteljski celici, in replikacijsko regijo. Poleg 
omenjenih regij plazmid pKJK5 vsebuje med regijama Tra1 in Tra2, obsežno regijo, ki 
je pogosto insercijska regija pri plazmidih IncP-1, kamor se vključujejo različni geni. 
Plazmid pKJK5 ima tako v tej regiji tudi delitveni gen parA in nekaj genov, povezanih z 
odpornostjo proti antibiotikom (tetA, tetR in dfrA1 genska kaseta) (Bahl in sod., 2006).  
 
Slika 3: Shematski prikaz genetske mape plazmida pKJK5 (povzeto po Bahl in sod., 2006). 
2.2.3 Razvoj in prenos genov rezistenc proti antibiotikom  
Študije bakterijskih odpornosti proti antibiotikom so se v preteklosti osredotočale 
predvsem na analize bakterijskih patogenov in na posledice pridobivanja odpornosti za 
zdravje ljudi. Razvoj odpornosti proti antibiotikom je pomemben iz kliničnega vidika, 
saj lahko ogrozi zdravljenje nalezljivih bolezni in druge terapevtske postopke, kot so 
transplantacija in zdravljenje proti raku, ki zahtevajo robustne antiinfektivne 
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preventivne terapije. Po začetku uporabe antibiotikov za zdravljenje ljudi je postalo 
razvidno, da so bakterije sposobne razviti odpornost proti antibiotikom, ne le kot 
posledica mutacij antibiotskih tarč ampak tudi s pridobitvijo genov odpornosti 
(Abraham in Chain, 1940). Ti geni na začetku niso bili prisotni pri človeških 
bakterijskih patogenih, zato je edini možni vir teh genov okoljska mikrobiota in 
prisotnost R-faktorjev (plazmidov z geni za rezistence) v okoljih, ki še niso bili v 
kontaktu z antibiotiki (Gardner in sod., 1969).  
Pojav patogenih bakterij z odpornostjo proti antibiotikom predstavlja resen izziv za 
javno zdravje. Geni z odpornostjo proti antibiotikom niso omejeni le na bolnišnično 
okolje, ampak so razširjeni v različnih bakterijskih populacijah v okolju. Kljub temu, da 
prisotnost genov rezistenc v zemlji in okoljskih bakterijah ne ogroža zdravja ljudi, se 
lahko ti mobilizirajo in prenesejo v seve, ki se lahko vnesejo v gostitelja in potem 
predstavljajo potencialno neozdravljive patogene. Človeške dejavnosti, kot so čezmerna 
in nepravilna uporaba antibiotikov v zdravstvu in kmetijstvu, ustvarjajo selektivni 
pritisk, ki še dodatno prispeva k obogatitvi antibiotskih rezistenc v bakterijskih 
populacijah (Peterson in Kaur, 2018). Naravno okolje je vedno bolj prepoznano kot 
pomemben vir in pot širjenja genov antibiotskih rezistenc (Martinez, 2008).  
Horizontalni genski prenos je zelo pomemben za širjenje novih in že znanih genov 
odpornosti, saj se na ta način geni prenašajo na večji del bakterijske skupnosti v nekem 
okolju, pogosto tudi med bakterijskimi vrstami (Martinez, 2011). Mobilizacija faktorjev 
odpornosti med bakterijami se lahko pojavi kjerkoli, vendar je za horizontalni prenos 
genov iz okoljskih na patogene bakterije potrebno, da vsaj začasno delijo isti habitat 
(Wiedenbeck in Cohan, 2011). Poleg tega je horizontalni prenos genov bolj verjeten 
med filogenetsko bolj sorodnimi bakterijami (Smillie in sod., 2010). Prenos genskega 
materiala med bakterijskimi celicami inducirajo stresorji kot so antibiotiki in 
potencialno tudi kovine ter biocidi (Zhang in sod., 2017).  
2.2.4 Horizontalni prenos genov v naravnem okolju 
Horizontalni prenos genov omogoča bakterijam hitro prilagajanje na spreminjajoče se 
okolje, prisotnost antibiotikov, težkih kovin in organskih onesnaževal (Soucy in sod., 
2015). Potencialno pomembne za širjenje antibiotskih rezistenc so okoljske poti. Okolja, 
ki omogočajo širjenje rezistentnih bakterij, omogočajo tudi širjenje nerezistentnih 
človeških patogenov in oportunističnih patogenov. Odplake, čistilne naprave, vodna 
telesa, aerosoli, prah in hrana so pomembni vektorji, ki omogočajo prenos bakterij med 
gostitelji (Bengtsson-Palme in sod., 2018). 
Ekosistemi so zelo heterogeni in so preplet različnih agregatnih stanj snovi (Smiles, 
1988). Drugi abiotski dejavniki, ki vplivajo na prenos genov v naravi so temperatura, 
pH, koncentracija hranil in kisika ter vsebnost vlage (Rochelle-Newall in sod., 2015), 
kar hkrati vpliva tudi na gostoto bakterijskih celic, ki ima neposreden vpliv na 
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frekvenco konjugacijskega prenosa (Hausner in Wuertz, 1999). Biotski dejavniki 
zajemajo predvsem odnose med organizmi, ki so lahko antagonistični, komenzalni ali 
mutualistični. Regulacija genskih mehanizmov je zelo odzivna na okolje, zato lahko 
okoljski dejavniki vplivajo na frekvence horizontalnega genskega prenosa (van Elsas in 
sod., 2011).  
Razpoložljivost energije in gostota celic v okolju sta prav tako pomembna dejavnika, ki 
vplivata na učinkovitost prenosa plazmida (Hausner in Wuertz, 1999). Večja kot je 
gostota celic v mediju, večja je verjetnost za naključni stik med celicami donorja in 
recipienta. Prav tako je od gostote celic odvisen kontaktni čas med dvema celicama, ki 
je pomemben za začetek konjugacijskega prenosa (Raynaud in Nunan, 2014). Biofilmi 
zagotavljajo stabilen stik med celicami, zato se biofilmi štejejo za vroče točke 
konjugacijskega prenosa (van Elsas in Bailey, 2002). Zaradi nehomogenosti naravnega 
okolja, kot so tla in sediment, so možnosti interakcij med celicami donorja in recipienta 
močno omejene, zaradi česar je gostota celic še toliko bolj pomembna (Raynaud in 
Nunan, 2014). Poleg gostote celic je pomemben dejavnik učinkovitosti konjugacijskega 
prenosa tudi razpoložljivost energije. Čeprav je konjugacija energijsko zahteven proces 
omejitev hranil ne vpliva resno na frekvenco konjugacije, pri čemer lahko prenos 
plazmida vršijo tudi stradane celice (Dahlberg in sod., 1998).  
Na frekvenco konjugacijskega prenosa vplivajo tudi stroški vzdrževanja plazmida, ki so 
lahko posledica regulacije plazmidov ali ekspresije genov, kodiranih s plazmidom 
(Dahlberg in Chao, 2003). Prisotnost tudi najmanjših dodatnih stroškov vzdrževanja je 
neugodna za celice v naravnem okolju, ki nenehno tekmujejo za hranila v mikrobni 
skupnosti brez antibiotikov (Händel in sod., 2013). Selekcijski pritisk oz. prisotnost 
antibiotikov v okolju povečujejo frekvenco konjugacijskega prenosa, vendar vedno 
znova opažamo visoke frekvence prenosa tudi brez antibiotskih pritiskov, kar kaže na 
obstoj plazmidov, ki so dobro prilagojeni in preprosti za širjenje med bakterijskimi 
populacijami (Händel in sod., 2015).  
2.3 MIKROBNA ZDRUŽBA SEDIMENTOV VODNIH EKOSISTEMOV 
Reke delujejo kot povezava med kopenskimi in morskimi ekosistemi in imajo 
pomembno vlogo pri povezavi biogeokemičnih ciklov med celinami in morji. Tok 
celinskih rek deluje kot nosilec biote in abiotskih snovi, medtem ko sediment služi kot 
vir ali ponor hranil in ostalih snovi (Aufdenkampe in sod., 2011). Reke so pogosto tudi 
glavni vir pitne vode za ljudi in vode potrebne za kmetijsko in industrijsko dejavnost  v 
porečju. Izpust neprečiščenih ali delno prečiščenih odpadnih vod v reke povečuje 
njihovo onesnaženje, kar ogroža zdravje ljudi in ekosistemov po vsem svetu, še posebej 
v državah v razvoju (Pimpunchat in sod., 2009).  
Okoljske razmere v rečnih sedimentih so veliko bolj stabilne in manj spremenljive kot 
razmere v rečni, površinski in podzemni, medzrnski vodi. V sedimentih potekajo 
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intenzivni biogeokemični procesi, zaradi česar je sediment odličen za sledenje ekoloških 
odzivov na onesnaženje. Mikroorganizmi v sedimentu imajo ključno vlogo pri kroženju 
hranil, imobilizaciji težkih kovin in razgradnji organskih spojin, zato sta njihova 
združba in dejavnost navadno zelo občutljivi na onesnaževala (Battin in sod., 2016). 
Rezultati študije, ki je ocenjevala obremenitve sedimentov zaradi onesnaževanja in 
spremljala biološke odzive ter ekološke funkcije mikrobnih združb v sedimentih 
Rumene reke (Kitajska) so pokazale, da glavni predstavniki bakterijske združbe 
sedimentov spadajo v debla Proteobacteria, Bacteroidetes in Planctomycetes, ter da so 
vzorci v prostoru in času odvisni od globine in sezonskih fizikalno-kemijskih 
parametrov (Xia in sod., 2014). Poleg globine in osnovnih fizikalno-kemijskih 
parametrov na spremembe v biomasi, raznolikosti in funkciji vplivajo tudi prisotnost 
hranil ter onesnaženje rek s težkimi kovinami (Freese in sod., 2006). Spremembe v 
mikrobni združbi nastanejo zaradi nadomeščanja občutljivih bakterijskih vrst z bolj 
odpornimi bakterijskimi vrstami in vrstami, ki razgrajujejo onesnaževala (Blanck, 
2002).  
Karakterizacija mikrobiote z analizo zaporedja 16S rDNA zagotavlja oceno strukture in 
raznolikosti bakterijske združbe, ter je postala močno orodje za preučevanje bakterijskih 
združb v različnih okoljih, vključno z kopenskimi (Liles in sod., 2003), morskimi 
(Sogin in sod., 2006) in ekosistemi celinskih voda (Mueller-Spitz in sod., 2009). 
Amplifikacija majhnih, vendar zelo variabilnih regij 16S rDNA (npr. variabilne regije 
V3, V5 ali V6), omogoča globoko sekvenciranje ter identifikacijo redkih populacij z 
nizko številčnostjo, ki lahko pojasnijo funkcionalno raznolikost in stabilnost 
ekosistemov (Kysela in sod., 2005).  
Že izvedene karakterizacije mikrobiote ekosistemov celinskih voda so pokazale, da so si 
bakterijske skupnosti med seboj na splošno podobne, vendar se razlikujejo od 
bakterijskih skupnosti v zemlji ali morskih vodah (Oh in sod., 2011). Najštevilčnejši 
predstavniki bakterijskih skupnosti v rečnih sedimentih na območju Montane (ZDA) 
spadajo v debla Proteobacteria (α, β, in γ), Acidobacteria, Bacteriodetes, 
Planctomycetes, Nitrospira, Verrucomicrobia in Chloroflexi (Gibbons in sod., 2014). 
Podobne rezultate so dobili v centralni Nemčiji, kjer so poleg omenjenih med 
najštevilčnejše zastopanimi tudi predstavniki debla Fibrobacteres (Beier in sod., 2008). 
Na Kitajskem prav tako najštevilčnejše zastopani predstavniki bakterijskih skupnosti v 
rečnih sedimentih spadajo v deblo Proteobacteria (α, β, in γ), sledijo pa jim debla 
Actinobacteria, Bacteroidetes in Cyanobacteria (Liu in sod., 2018). Glavni dejavniki, ki 
vplivajo na strukturo in funkcijo mikrobne skupnosti so pH, temperatura oz. letni čas, 
pretok, prisotnost kisika in dušika ter drugi biotski ter abiotski dejavniki (Li in sod., 
2016). Določanje vpliva naštetih dejavnikov v naravi na mikrobno združbo je zahtevno, 
saj se lahko mikrobiološka sestava vzorcev razlikuje tudi prostorsko in časovno znotraj 
istega vodotoka (Mueller-Spitz in sod., 2009).  
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 16 
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Vzorci sedimentov 
Vzorce sedimentov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu, smo pridobili dvakrat, 
prvič v začetku aprila in drugič konec junija 2018. Vzorce smo odvzeli na petih 
lokacijah vzdolž reke Kamniške Bistrice v dveh lokacijskih replikatih. Prva lokacija 
odvzema se nahaja 10 km (Spodnje Stranje) in druga 100 m (Študa) nad iztokom 
centralne čistilne naprave Domžale-Kamnik (CČN Domžale-Kamnik). Tretja lokacija 
odvzema sedimenta se nahaja 50 m pod in zadnji dve lokaciji 2 km (Bišče) in 10 km 
(Videm) pod iztokom CČN Domžale-Kamnik. 
Preglednica 1: Natančne koordinate lokacij vzorčenja.  
Lokacija Geografska širina Geografska dolžina 
Spodnje Stranje 14° 36' 9"  46° 14' 52" 
Študa 14° 36' 42" 46° 7' 12" 
50 m pod CČN 14° 36' 41" 46° 6' 58" 
Bišče 14° 37' 33" 46° 5' 19" 
Videm 14° 38' 11" 46° 4' 34" 
 
3.1.2 Donorski in recipientski sevi E. coli 
3.1.2.1 Donorski sev 
Kot donorski sev smo pri raziskovalnem delu uporabili sev iz zbirke sevov skupine za 
molekularno genetiko Biotehniške fakultete, in sicer sev E. coli MG1655::laclq-pLpp-
mCherry-KnR, s 54.383 bp velikim plazmidom s širokim naborom gostiteljev 
pKJK5::Plac::gfpmut3, ki ima gen za rezistenco proti trimetoprimu (TpR) in je 
modificiran z genom za zeleni fluorescenčni reporterski protein GFP (ang. green 
fluorescent protein), ki se nahaja za represibilnim promotorjem lacIq (Plac). 
3.1.2.2 Recipientski sev 
Kot recipientska seva smo uporabili seva E. coli US 37 in US 39, ki smo jih izolirali iz 
osrednjega bazena CČN Brežice.  
3.1.3 Kontrolni sevi 
Kot pozitivno kontrolo smo pri reakcijah PCR za določanje genov za virulentne 
dejavnike uporabili DNA izolirano iz sevov, ki imajo potrjeno določene genske zapise 
(preglednica 2). Vsi sevi BJ so sevi E. coli, izolirani iz človeškega blata zdravih ljudi.  
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Preglednica 2: Kontrolni sevi E. coli in njihovi geni za virulentne dejavnike. 
Kontrolni sev Geni za virulentne dejavnike Vir 
BJ23 
fimH, fyuA, ireA, iroN, iucD, 
kpsMT_II, sfaDE 
zbirka sevov Skupine za molekularno genetiko 
Biotehniške fakultete 
BJ29 papGII 
zbirka sevov Skupine za molekularno genetiko 
Biotehniške fakultete 
BJ33 cnf1, hlyA, papC, papGIII 
zbirka sevov Skupine za molekularno genetiko 
Biotehniške fakuktete 
BJ54 afa/draBC 
zbirka sevov Skupine za molekularno genetiko 
Biotehniške fakultete 
BJ63 iha, picU 
zbirka sevov Skupine za molekularno genetiko 
Biotehniške fakultete 
Pri preverjanju kolicinogenosti in lizogenosti smo uporabili naslednje kontrole oz. 
indikatorske seve. Za pozitivno kontrolo za preverjanje lizogenosti smo uporabili 
lizogen sev APEC RUS17(4B) in kot pozitivno kontrolo za preverjanje kolicinogenosti 
kolicinogen sev E. coli CL443 (DH5α pKV10::Tn1731 Col+). Kot indikatorski sev, 
občutljiv za kolicine in lizogene fage smo pri obeh eksperimentih uporabili E. coli 
DH5α. Vsi sevi izhajajo iz zbirke sevov Skupine za molekularno genetiko Biotehniške 
fakultete.  
3.1.4 Gojišča 
3.1.4.1 Priprava tekočega gojišča Luria-Bertani (LB) 
Priprava tekočega gojišča LB je potekala tako, da smo v erlenmajericah ob uporabi 
magnetnega mešala v 1 L destilirane vode (dH2O) raztopili 25 g gojišča LB. Gojišče 
smo nato odpipetirali v epruvete (po 5 mL) ali erlenmajerice (po 10 mL oz. 25 mL). 
Epruvete in erlenmajerice smo sterilizirali po standardnem postopku sterilizacije z 
vlažno toploto (15 min, 121 °C, 1,1 bar) in jih do uporabe shranili pri 4 °C. Po potrebi 
smo tekočemu gojišču LB pred uporabo sterilno dodali antibiotike do ustreznih 
delovnih koncentracij (preglednica 3). 
Preglednica 3: Delovne in založne koncentracije uporabljenih antibiotikov. 
Antibiotik Založna koncentracija Delovna koncentracija 
Ampicilin 100 mg/mL 100 µg/mL 
Kanamicin 50 mg/mL 50 µg/mL 
Trimetoprim 10 mg/mL 10 µg/mL 
3.1.4.2 Priprava trdnega gojišča LB 
Trdno gojišče LB smo pripravili tako, da smo v erlenmajericah ob uporabi magnetnega 
mešala raztopili 25 g gojišča LB in 15 g agarja v 1 L dH2O. Gojišče smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem (15 min, 121 °C, 1,1 bar). Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili v 
termostatirani vodni kopeli (55 °C, 20 min). Po ohlajanju smo po potrebi gojišču dodali 
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antibiotike v primernih koncentracijah (preglednica 3) in gojišče z magnetnim mešalom 
ponovno pomešali, da se je antibiotik v njem porazdelil. Nato smo gojišče razlili v 
sterilne plastične petrijevke (približno 25 mL/petrijevko), počakali da se strdi in ga do 
uporabe shranili pri 4 °C.   
3.1.4.3 Priprava mehkega gojišča LB 
Pri pripravi mehkega gojišča LB oz. mehkega agarja, smo 25 g gojišča LB in 7 g agarja 
raztopili v 1 L dH2O v erlenmajericah. Neraztopljeno gojišče smo inkubirali v 
avtoklavnem loncu (100 °C, 15 min), da se je raztopilo in ga nato odpipetirali v 
epruvete (po 3,5 mL in po 4 mL). Epruvete z gojiščem smo nato avtoklavirali (15 min, 
121 °C, 1,1  bar) in jih do uporabe shranili pri 4 °C. 
3.1.4.4 Priprava trdnega gojišča MacConkey (MAC) 
Trdno gojišča MAC smo pripravili tako, da smo v erlenmajericah v 1 L dH2O raztopili 
50 g agarja MacConkey. Gojišče smo premešali z magnetnim mešalom in ga raztopili z 
inkubacijo v vodni kopeli (100 °C, 20 min). Nato smo gojišče sterilizirali z 
avtoklaviranjem (15 min, 121 °C, 1,1 bar) in nato ohladili v vodni kopeli (55 °C, 
20  min). Po ohlajanju smo gojišču po potrebi dodali ustrezne koncentracije antibiotikov 
(preglednica 3), premešali z magnetnim mešalom in razlili v petrijevke (približno 
25 mL/petrijevko). Do uporabe smo gojišče shranili pri 4 °C. 
3.1.4.5 Priprava trdnega gojišča UriSelect  
Pri pripravi trdnega gojišča UriSelect smo 56,8 g agarja UriSelect raztopili v 
erlenmajericah v 1 L dH2O. Gojišče smo najprej premešali z magnetnim mešalom in ga 
nato raztopili v vodni kopeli (100 °C, 20 min). Po raztapljanju smo gojišče avtoklavirali 
(15 min, 121 °C, 1,1 bar) in ga nato ohladili v vodni kopeli (55 °C, 20 min). Pred 
razlivanjem v petrijevke (20 mL/petrijevko) smo gojišče premešali z magnetnim 
mešalom. Do uporabe smo gojišče shranili pri 4 °C. 
3.1.4.6 Priprava trdnega gojišča iz sintetične vode 
Trdno gojišče iz sintetične vode smo pripravili tako, da smo 15 g agarja ob uporabi 
magnetnega mešala vmešali v 1 L v naprej pripravljene sintetične vode. Gojišče smo 
avtoklavirali v avtoklavnem loncu (15 min, 121 °C, 1,1 bar) in jo nato ohlajali v vodni 
kopeli (55 °C, 20 min). Pred razlivanjem v petrijevke (20 mL/petrijevko) smo gojišče 
premešali z magnetnim mešalom. Do uporabe smo gojišče shranili pri 4 °C.   
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3.1.5 Kemikalije 
Kemikalije, ki smo jih uporabljali pri delu, so zbrane v preglednici 4.  
Preglednica 4: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalije Proizvajalec 
agar VWR International, Italija 
agar MacConkey Liofilchem, Italija 
agar UriSelect Bio-Rad, Velika Britanija 
agaroza Sigma-Aldrich, ZDA 
alfa - naftanol Sigma-Aldrich, ZDA 
ampicilin Sigma-Aldrich, ZDA 
baza Tris Sigma-Aldrich, ZDA 
borova kislina Merck KGaA, Nemčija 
CaCl2 × 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
etanol Merck KGaA, Nemčija 
etidijev bromid (10 mg/mL) Sigma-Aldrich, ZDA 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA, 25 mM) Carlo Erba, Italija 
FeCl3 Acros Organics, Belgija 
glicerol Carlo Erba, Italija 
gojišče LB LLG-Labware, Nemčija 
indol Merck KGaA, Nemčija 
kanamicin Sigma-Aldrich, ZDA 
KCl Merck KGaA, Nemčija 
KH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
kloroform Carlo Erba, Italija 
KOH Sigma-Aldrich, ZDA 
MgSO4 × 7H2O Acros Organics, Belgija 
mineralno olje Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 × 2H2O Carlo Erba, Italija 
NaCl Fisher Scientific, Velika Britanija 
NaHCO3 Acros Organics, Belgija 
poli-L-lizin Sigma Diagnostics, ZDA 
trimetoprim Sigma-Aldrich, ZDA 
10 × pufer za polimerazo Taq Thermo Fisher Scientific, ZDA 
10 mM dNTPs Thermo Fisher Scientific, ZDA 
25 mM MgCl2 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
6 × nanašalni pufer Thermo Fisher Scientific, ZDA 
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3.1.6 Začetni oligonukleotidi 
V nalogi uporabljeni začetni oligonukleotidi so povzeti v preglednici 5. 
Preglednica 5: Uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
Virulentni 
dejavnik 
(gen) 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje (5' - 3') 
Velikost 
produkta 
(bp) 
Proizvajalec  
iucD 
Aer 1 CTACCCCTTTTGACGAAGAC 
602 
Pharmacia 
Biotech, ZDA Aer2 ACACACCTGACCCCAATAC 
afa/draBC 
afa/draBC-f GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 
592 
Sigma-
Aldrich, ZDA afa/draBC-r CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 
cnf1 
CNF1-1 CTGACTTGCCGTGGTTTAGTCGG 
1295 
Sigma-
Aldrich, ZDA CNF1-2 TACACTATTGACATGCTGCCCGGA 
fimH 
FimH1 CAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG 
461 
Sigma-
Aldrich, ZDA FimH2 TGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC 
fyuA 
fyuA 1 TGATTAACCCCGCGACGGGAA 
785 
Macrogen, 
Južna Koreja fyuA 2 CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 
hlyA 
hlyA.1 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 
1177 
Macrogen, 
Južna Koreja hlyA.2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 
iha 
iha f CTACCCCTTTTGACGAAGAC 
827 
Jena 
Bioscience 
GmbH, 
Nemčija 
iha r ACACACCTGACCCCAATAC 
ireA 
ireA f TGGTCTTCAGCTATATGG 
421 
MWG-Biotech 
AG, Nemčija ireA r ATCTATGATTGTGTTGGT 
iroN 
iroN f AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 
668 
Macrogen, 
Južna Koreja iroN r GACGCCGACATTAAGACGCAG 
kpsMT_II 
kpsMT_II f GCGCATTTGCTGATACTGTTG 
270 
Sigma-
Aldrich, ZDA kpsMT_II r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 
papC 
Pap1 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
328 
Macrogen, 
Južna Koreja Pap2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 
papGII 
papG_II f GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 
190 
Jena 
Bioscience 
GmbH, 
Nemčija 
papG_II r CGGGCCCCCAAGTAACTCG 
papGIII 
papG_III f GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 
258 
MWG-Biotech 
AG, Nemčija papG_III r CCACCAAATGACCATGCCAGAC 
picU 
picU f TCAGGCCGGTAAGAACAGCAAAAT 
372 
Macrogen, 
Južna Koreja picU r 
ACGGTAAGAGTGTGGATGGCGGAGT
C 
sfaDE 
SFA-1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 
408 
Jena 
Bioscience 
GmbH, 
Nemčija 
SFA-2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 
  
ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 
  
Integrated 
DNA 
Technologies, 
ZDA 
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 
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3.1.7 Encimi in lestvice DNA 
Encimi in lestvice DNA uporabljeni v nalogi so zbrani v preglednici 6. 
Preglednica 6: Uporabljeni encimi in lestvice DNA. 
Encimi in lestvice DNA Proizvajalec 
lestvica GeneRulerTM 50 bp DNA Thermo Fischer Scientific, ZDA  
lestvica GeneRulerTM 100 bp DNA Thermo Fischer Scientific, ZDA  
lestvica GeneRulerTM 1kb DNA Thermo Fischer Scientific, ZDA  
Taq-polimeraza DNA (5U/µL) Thermo Fischer Scientific, ZDA  
 
3.1.8 Pufri, raztopine in reagenti 
3.1.8.1 Fiziološka raztopina 
Fiziološko raztopino smo pripravili tako, da smo 9 g NaCl ob uporabi magnetnega 
mešala raztopili v 1 L dH2O. Raztopino smo v manjših volumnih razdelili v steklene 
infuzijske steklenice in jih avtoklavirali (15 min, 121 °C, 1,1 bar). Avtoklavirano 
raztopino smo do uporabe shranili pri 4 °C.  
3.1.8.2 Pufer 5 × TBE 
5 × TBE pufer smo pripravili tako, da smo v 800 mL dH2O ob uporabi magnetnega 
mešala raztopili 54 g tris baze in 27,5 g borove kisline. Nato smo dodali 20 mL 0,5 M 
EDTA in še naprej mešali z magnetnim mešalom. Po potrebi smo pH raztopine 
naravnali na pH 8.0. Nazadnje smo volumen raztopine z dH2O dopolnili do 1 L in 
ponovno pomešali z magnetnim mešalom. Do uporabe smo pufer shranili na sobni 
temperaturi.  
3.1.8.3 Pufer 1 × dPBS 
1 × dPBS pufer smo pripravili tako, da smo v 800 mL dH2O ob uporabi magnetnega 
mešala raztopili 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4 × 2H2O in 0,2 g KH2PO4. pH 
raztopine smo naravnali na pH 8.3 in nato volumen raztopine z dH2O dopolnili do 1 L. 
Pred avtoklaviranjem (15 min, 121 °C, 1,1 bar) smo raztopine razdelili v manjše 
infuzijske steklenice in jih nato do uporabe shranili pri 4 °C. 
3.1.8.4 Sintetična voda 
Sintetično vodo smo pripravili tako, da smo v 10 L dH2O ob uporabi magnetnega 
mešala raztopili naslednje kemikalije: 2940 mg CaCl × 2H2O, 1230 mg MgSO4 × 7H2O, 
650 mg NaHCO3 in 60 mg KCl. Nato smo raztopino razdelili v manjše stekleničke, jo 
avtoklavirali (15 min, 121 °C, 1,1 bar) in do uporabe shranili pri 4 °C. 
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3.1.9 Komercialni kompleti 
Uporabljeni komercialni kompleti so zapisani v preglednici 7.  
Preglednica 7: Uporabljeni komercialni kompleti. 
Komercialni kompleti Proizvajalec 
16S™ Metagenomics Kit Life Technologies, ZDA 
Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter, ZDA 
Api® 20 E BioMérieux, Francija 
EliGene® Soil DNA Isolation Kit  Elisabeth Pharmacon, Češka 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, ZDA 
HT DNA High Sensitivity Reagent Kit PerkinElmer, ZDA 
Ion 510™ & Ion 520™ & Ion 530™ Kit – Chef Life Technologies, ZDA 
Ion Plus Fragment Library Kit Life Technologies, ZDA 
Ion Xpress™ Barcode Adapters 1-16 Kit Life Technologies, ZDA 
 
3.1.10 Laboratorijska oprema 
Uporabljena laboratorijska oprema je zapisana v preglednici 8.  
Preglednica 8: Uporabljena laboratorijska oprema. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
analitska tehtnica Vibra HJR - 1200CE Shinko Denshi, Japonska 
aparatura za gelsko elektroforezo LKB Bromma, Švedska 
aparatura za PCR 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems, ZDA 
aparatura za PCR MyCycler Bio-Rad, ZDA 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene, Velika Britanija 
avtoklav  Kambič, Slovenija 
bunsenov gorilnik TLOS, Hrvaška 
centrifuga Sorvall Lynx 6000 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
hladilnik (+4 °C) Gorenje, Slovenija 
Ion 350™ Chip Life Technologies, ZDA 
Ion Chef™  Life Technologies, ZDA 
Ion S5™  Life Technologies, ZDA 
LabChip® GX Touch™ analizator nukleinskih kislin PerkinElmer, ZDA 
laminarij IBK 1V2 Iskra, Slovenija 
magnetno mešalo RCT basic Ika, Kitajska 
mikroskop Olympus BX51 Olympus, Japonska 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje, Slovenija 
mini inkubator Labnet Labnet, ZDA 
namizna centrifuga 5417 C Eppendorf, Nemčija 
objektna stekla  Deltalab, Španija 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8: Uporabljena laboratorijska oprema.  
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Olympus U-RFL-T Olympus, Japonska 
pH-meter SevenMulti™  
plastenke (500 mL) 
Mettler Toledo, Švica 
Golias, Slovenija 
plastične centrifugirke Sterilin (50 mL) Thermo Fisher Scientific, ZDA 
plastične petrijevke Golias, Slovenija 
polavtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Qubit™ 4.0 fluorometer Life Technologies, ZDA 
pretočni respirometer 
Nacionalni inštitut za biologijo, 
Slovenija 
rotacijski stresalnik IKA® VORTEX 2 Ika, Kitajska 
steklene epruvete Schott Duran DWK Life Sciences, Nemčija 
steklene erlenmajerice Schott Duran DWK Life Sciences, Nemčija 
steklene infuzijske steklenice Isolab, Nemčija 
stresalnik New Brunswick ™ Innova® 2300 Eppendorf, Nemčija 
vodna kopel Ministat cc1 Huber, Nemčija 
vodna kopel WNB 45 Memmert, Nemčija 
zamrzovalnik (–20 °C) Liebherr, Nemčija  
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3.2 METODE 
 
Slika 4: Shema poteka dela. 
3.2.1 Izolacija in identifikacija E. coli  
Vzorec odvzet iz osrednjega bazena CČN Brežice smo s steklenimi kroglicami nacepili 
na trdno gojišče MAC. Nacepili smo neredčen in v sterilni fiziološki raztopini 10 × 
redčen vzorec. Nacepljene plošče MAC smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji 
dan smo pregledali plošče in na gojišče LB prepikirali bakterijske kolonije, ki so 
ustrezale barvnemu profilu E. coli. Plošče LB smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Prepikirane kolonije smo ponovno precepili na gojišče LB, tokrat do posameznih 
kolonij in inkubirali preko noči pri 37 °C. Posamezne kolonije sevov smo nacepili na 
plošče UriSelect in plošče LB z dodanimi selekcijskimi antibiotiki. Plošče smo 
inkubirali preko noči pri 37 °C. Da so bakterijski sevi, ki ustrezajo barvnemu profilu 
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rasti na gojišču UriSelect in imajo primerne antibiotske rezistence zares vrste E. coli, 
smo preverili še z identifikacijo s testom API 20E.  
 
Slika 5: Shema postopka identifikacije E. coli. 
3.2.1.1 Identifikacija bakterijskih sevov s testom API 20 E 
Posamezno kolonijo preiskovanega seva smo nacepili v 5 mL sterilne destilirane vode 
(sdH2O) in suspenzijo dobro premešali. S pipeto smo napolnili luknjice na plošči API 
20 E biokemičnega testa. V kupole testov ADH, LDC, ODH, H2S in URE smo s pipeto 
dodali sterilno mineralno olje. Pladenj API 20 E testa smo napolnili z vodo, vanj 
vstavili ploščo z biokemičnimi testi in pokrili s pokrovom. Ploščo smo nato 24 h 
inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo v luknjico TDA dodali kapljico 
železovega(III)klorida, v luknjico IND kapljico indolnega reagenta in v luknjico testa 
VP kapljico 40 % KOH ter kapljico α-naftanola. Po nekaj minutah inkubacije smo glede 
na barvno spremembo preverili rezultate biokemičnih testov. 
3.2.2 Priprava lizatov 
Posamezne kolonije izolatov E. coli smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča LB in 
inkubirali preko noči na stresalniku (37 °C, 180 rpm). Naslednji dan smo 1 mL 
prekonočne kulture prenesli v mikrocentrifugirko in centrifugirali 1 min pri 12.000 rpm. 
Supernatant smo odstranili in usedlino resuspendirali v 200 µL sdH2O. 
Mikrocentrifugirke z resuspendirano usedlino smo nato inkubirali v vroči kopeli 
(100 °C, 10 min). Po inkubaciji smo mikrocentrifugirke z liziranimi celicami 
centrifugirali 10 min pri 12.000 rpm. 150 µL supernatanta smo prestavili v sveže 
mikrocentrifugirke in lizate do uporabe shranili pri –20 °C.  
3.2.3 Protokol ERIC-PCR  
Metodo ERIC-PCR smo uporabili za razlikovanje med sevi E. coli. Sestava reakcijske 
zmesi z volumnom 25 µL je zapisana v preglednici 9, program PCR pa je zapisan v 
preglednici 10.   
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Preglednica 9: Sestava reakcijske zmesi za ERIC-PCR. 
ERIC-PCR reakcijska zmes 1 × 25 µL 
sdH2O 13,375 µL 
pufer za Taq - polimerazo (brez MgCl2) 2,5 µL 
25 mM MgCl2 2,5 µL 
20 pmol/µL začetni oligonukleotid ERIC1R 0,5 µL 
20 pmol/µL začetni oligonukleotid ERIC2 0,5 µL 
10 mM dNTP 0,5 µL 
Taq - polimeraza (5U/µL) 0,125 µL 
celični llizat 5 µL 
 
Preglednica 10: Program pomnoževanja za ERIC-PCR. 
Program PCR Vir 
94 °C, 4:00 min 1 × 
Versailovic in 
sod., 1991 
94 °C, 0:30 min 
40 °C, 0:15 min 35 × 
72 °C, 5:00 min 
72 °C, 7:00 min 1 × 
 
3.2.4 Protokoli PCR za ugotavljanje genov virulentnih dejavnikov 
Pri verižni reakciji s polimerazo za ugotavljanje virulentnih dejavnikov smo uporabili 
enako reakcijsko zmes z istim volumnom kot pri ERIC-PCR (preglednica 9), le da smo 
za ugotavljanje posameznega virulentnega dejavnika uporabili druge začetne 
oligonukleotide ter drug program pomnoževanja (preglednica 11). 
Preglednica 11: Programi pomnoževanja za PCR, ki smo jih uporabili pri določanju genov virulentnih 
dejavnikov. 
Virulentni dejavnik 
(gen) 
Program PCR Velikost produkta (bp) Vir 
fimH 
94 °C, 2:30 min 1 × 
461 
Starčič Erjavec in 
sod., 2011 
94 °C, 0:30 min 
64 °C, 0:30 min 30 × 
72 °C, 0:30 min 
72 °C, 7:00 min 1 × 
kpsMT 
94 °C, 4:30 min 1 × 
270 
Johnson in Stell, 
2000 
94 °C, 0:30 min 
60 °C, 1:00 min 25 × 
72 °C, 0:30 min 
72 °C, 10:00 min 1 × 
fyuA 
94 °C, 2:30 min 1 × 
785 
Johnson in Stell, 
2000 
94 °C, 0:30 min 
63 °C, 0:30 min 25 × 
papGIII 
72 °C, 3:00 min 
258 
Johnson in Brown, 
1996 72 °C, 10:00 min 1 × 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 11: Programi pomnoževanja za PCR, ki smo jih uporabili pri določanju genov 
virulentnih dejavnikov. 
Virulentni dejavnik 
(gen) 
Program PCR Velikost produkta (bp) Vir 
iroN 
94 °C, 2:30 min 1 × 
668 
Johnson in sod., 
2000 
94 °C, 0:30 min 
68 °C, 0:30 min 25 × 
72 °C, 2:00 min 
72 °C, 10:00 min 1 × 
iucD 
94 °C, 4:30 min 1 × 
602 
Yamamoto in sod., 
1995 
94 °C, 0:30 min 
62 °C, 0:30 min 35 × 
72 °C, 0:50 min 
72 °C, 10:00 min 1 × 
picU 
94 °C, 2:00 min 1 × 
372 
Parham in sod., 
2005 
94 °C, 0:15 min 
70 °C, 0:30 min 30 × 
72 °C, 0:45 min 
72 °C, 10:00 min 1 × 
ireA 
94 °C, 2:30 min 1 × 
421 
Russo in sod., 
2001 
94 °C, 0:30 min 
55 °C, 1:00 min 25 × 
72 °C, 0:30 min 
72 °C, 10:00 min 1 × 
iha 
94 °C, 4:00 min 1 × 
827 
Johnson in sod., 
2000 
94 °C, 0:30 min 
58 °C, 0:30 min 30 × 
72 °C, 1:00 min 
72 °C, 8:00 min 1 × 
cnf1 
94 °C, 4:00 min 1 × 
1295 
Kuhar in sod., 
1998 
94 °C, 1:30 min 
59 °C, 1:30 min 30 × 
72 °C, 2:00 min 
72 °C, 5:00 min 1 × 
hlyA 
95 °C, 2:30 min 1 × 
1177 
Yamamoto in sod., 
1995 
94 °C, 0:30 min 
64 °C, 0:30 min 30 × 
72 °C, 1:30 min 
72 °C, 7:00 min 1 × 
papGII 
95 °C, 2:30 min 1 × 
190 
Johnson in Brown, 
1996 
95 °C, 0:30 min 
55 °C, 1:00 min 30 × 
72 °C, 0:30 min 
72 °C, 7:00 min 1 × 
papC 
94 °C, 3:00 min 1 × 
328 
Le Bouguénec in 
sod., 1992 
94 °C, 2:00 min 
65 °C, 1:00 min 25 × 
sfaDE 
72 °C, 2:00 min 
408 
72 °C, 10:00 min 1 × 
afa/draBC 
94 °C, 4:00 min 1 × 
592 
Johnson in Stell, 
2000 
94 °C, 0:30 min 
63 °C, 0:30 min 25 × 
72 °C, 3:00 min 
72 °C, 10:00 min 1 × 
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3.2.5 Ugotavljanje prisotnosti lizogenih fagov 
Sev za preverjanje prisotnosti lizogenih fagov smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča LB 
in preko noči inkubirali na stresalniku (37 °C, 180 rpm). Prekonočno kulturo bakterij 
smo prelili v sterilno stekleno petrijevko. Celice smo v laminariju, z odprtimi 
petrijevkami in konstantnim mešanjem, 70 s izpostavljali UV žarkom. Po obsevanju 
smo petrijevko zaprli in jo inkubirali 1 h pri 37 °C. Po inkubaciji smo 1 mL obsevanih 
celic prenesli v mikrocentrifugirko in 2 min centrifugirali pri 13.000 rpm. 700 µL 
supernatanta smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, v digestoriju dodali 100 µL 
kloroforma in inkubirali preko noči pri 4 °C. Supernatant z induciranimi fagi smo do 
uporabe shranili pri 4 °C.  
Za določanje števila fagov v supernatantu smo kolonijo indikatorskega seva nacepili v 
5 mL tekočega gojišča LB in inkubirali s stresanjem preko noči (37 °C, 180 rpm). 
Plošče hranilnega agarja smo predgreli v topli sobi. Raztopili smo mehki agar (epruvete 
z 2,5 mL mehkega agarja) in ga ohladili v termobloku (10 min, 46 °C). Vsaki epruveti z 
mehkim agarjem smo dodali 200 µL prekonočne kulture indikatorskega seva in 100 µL 
supernatanta s fagi. Z vsebino epruvete smo prelili celotno površino segrete plošče LB. 
Ko se je mehki agar strdil smo plošče LB obrnili in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Kot kontrolo števila bakterij v supernatantu smo 100 µL supernatanta prenesli na ploščo 
LB in prav tako inkubirali preko noči pri 37 °C. 
3.2.6 Ugotavljanje kolicinogenosti sevov 
Kolonije preiskovanih sevov in pozitivne kontrole smo s sterilnimi zobotrebci 
prepikirali na ploščo gojišča LB in inkubirali preko noči pri 37 °C. S sterilno zanko smo 
nacepili kolonijo indikatorskega seva (občutljivega na kolicine) v 5 mL tekočega 
gojišča LB in inkubirali s stresanjem preko noči pri 37 °C. Lizo celic v poraslih 
napikiranih kolonijah smo izvedli s 15-minutnim izpostavljanjem kloroformu, s katerim 
je bilo 10 lističev staničevine, prirezanih v obliko kroga, preporjenih. Lizirane bakterije 
smo nato 15 min pustili pri sobni temperaturi, da je kloroform izhlapel. S segrevanjem 
smo raztopili mehki agar (epruvete s 4 mL mehkega agarja) in ga 10 min ohlajali v 
termobloku pri 46 °C. Ohlajenemu mehkemu agarju smo dodali 200 µL kulture 
indikatorskega bakterijskega seva in ga prelili preko liziranih kolonij. Prelite plošče LB 
smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
3.2.7 Zbiranje vzorcev sedimenta 
Vzorce sedimenta smo odvzeli tako, da smo s površine rečnega dna odstranili večje 
kamne, prodnike in pesek ter odvzeli sediment iz globine 5–15 cm. Sediment smo 
presejali preko sterilnega sita (premer odprtin 4 mm) in tako pridobili sediment z delci 
manjšimi od 4 mm. Odvzet sediment smo shranili v sterilne 500 mL plastenke (Golias). 
Plastenke smo prepeljali v laboratorij v hladilni torbi, kjer smo jih shranili na 4 °C. 
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Izolacijo DNA iz sedimenta smo izvedli še isti dan, medtem ko smo sediment za 
preverjanje frekvence konjugacijskega prenosa avtoklavirali in uporabljali v naslednjih 
mesecih. 
3.2.8 Ocenitev frekvence konjugacijskega prenosa na trdnem gojišču  
3.2.8.1 Konjugacija na trdnem gojišču LB 
Posamezne kolonije donorskega in recipientskega seva smo nacepili v 5 mL tekočega 
gojišča LB z ustreznimi antibiotiki in inkubirali preko noči na stresalniku (37 °C, 
180  rpm). Donorski sev E. coli MG1655 pKJK5 smo tako inkubirali v gojišču z 
dodanima antibiotikoma Kn in Tp ter donorski sev US 37 v gojišču z dodanim Ap. 
Prekonočne kulture smo razredčili v 5 mL tekočega gojišča LB brez antibiotikov v 
razmerju 1:100 in jih inkubirali 2 h na stresalniku (37 °C, 180 rpm). Po dve urni 
inkubaciji smo v fiziološki raztopini naredili desetkratne redčitve donorskega in 
recipientskega seva ter jih nacepili na plošče LB z antibiotiki (Kn, Tp za donorski sev, 
Ap za recipientski sev) za določitev CFU pred konjugacijo. Nato smo 1 mL 
recipientskega seva centrifugirali (5.000 rpm, 10 min), odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v 400 µL donorske kulture (razmerje volumnov 2,5:1). Celoten volumen 
smo razmazali na ohlajeno ploščo LB in inkubirali 24 h pri izbrani temperaturi. Po 
inkubaciji smo konjugacijsko zmes  na plošči LB resuspendirali v 1 mL 1×dPBS in 
prenesli v mikrocentrifugirko. V 1 × dPBS smo pripravili desetkratne redčitve 
resuspendirane konjugacijske zmesi in jih nacepili na plošče LB za štetje CFU. Plošče 
so bile selektivne za donorski sev (LB KnTp), recipientski sev (LB Ap) in 
transkonjugante (LB ApTp). Selektivnost plošč LB smo preverili tako, da smo donorski 
in recipientski sev ločeno nacepili na selekcijska gojišča  LB in jih inkubirali preko noči 
pri 37 °C. Frekvenco konjugacijskega prenosa smo izračunali z uporabo enačbe (1).  
 
… (1) 
 
3.2.8.2 Konjugacija na trdnem gojišču iz sintetične vode 
Prekonočno kulturo donorskega seva MG1655 pKJK5 in recipientskega seva US 37 ter 
začetno dve urno inkubacijo smo pripravili po istem postopku kot v poglavju 3.2.8.1. Po 
dve urni inkubaciji smo v fiziološki raztopini naredili desetkratne redčitve donorskega 
in recipientskega seva ter jih nacepili na plošče LB z antibiotiki (Kn, Tp za donorski 
sev, Ap za recipientski sev) za določitev CFU pred konjugacijo. Sledil je postopek 
spiranja hranil iz kulture celic recipienta in donorja. To smo storili tako, da smo 1,5 mL 
recipientske in 1,5 mL donorske kulture centrifugirali (5.000 rpm, 10 min), odstranili 
supernatant in celice resuspendirali v istem volumnu sintetične vode. Postopek smo 
frekvenca konjugacijskega prenosa =
CFU transkonjugant
CFU recipientskega seva
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ponovili trikrat in nato v fiziološki raztopini naredili desetkratne redčitve očiščenega 
donorskega in recipientskega seva ter jih nacepili na plošče LB z ustreznimi antibiotiki 
(Kn, Tp za donorski sev, Ap za recipientski sev) za ponovno določitev CFU pred 
konjugacijo. Nato smo 1 mL očiščenega recipientskega seva centrifugirali (5.000 rpm, 
10 min), odstranili supernatant in usedlino resuspendirali v 400 µL očiščene donorske 
kulture (razmerje volumnov 2,5:1). Celoten volumen zmesi smo nanesli na ohlajeno 
ploščo iz sintetične vode in inkubirali 24 h pri eni izmed izbranih temperatur. Po 
inkubaciji smo konjugacijsko zmes iz plošče iz sintetične vode resuspendirali v 1 mL 
1×dPBS in prenesli v mikrocentrifugirko. V 1 × dPBS smo pripravili desetkratne 
redčitve konjugacijske suspenzije in jih nacepili na plošče LB za štetje CFU. Plošče so 
bile selektivne za donorski sev (LB KnTp), recipientski sev (LB Ap) in transkonjugante 
(LB ApTp). Selektivnost plošč LB smo preverili tako, da smo donorski in recipientski 
sev ločeno nacepili na selektivne plošče LB in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Frekvenco konjugacijskega prenosa smo izračunali z uporabo enačbe (1).  
 
Slika 6: Shema poteka dela ugotavljanja frekvence konjugacijskega prenosa. 
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Preglednica 12: Rezistence bakterijskih sevov, ki smo jih uporabili za selekcijo. 
Bakterijski sev Rezistenca 
MG1655 pKJK5 (donor) Knr, Tpr 
US 37 (recipient) Apr 
USK 1 (transkonjuganta) Apr, Tpr 
3.2.9 Ocenitev frekvence konjugacijskega prenosa v sedimentu 
Po potrebi smo sediment pred potekom konjugacije avtoklavirali (15 min, 121 °C, 
1,1  bar). 
3.2.9.1 Sediment s prisotnimi hranili (gojišče LB) 
Prekonočno kulturo donorskega seva MG1655 pKJK5 in recipientskega seva US 37 
smo pripravili po istem postopku kot v poglavju 3.2.8.1. Prekonočne kulture smo 
razredčili v 10 mL tekočega gojišča LB brez antibiotikov v razmerju 1:100 in jih 
inkubirali 2 h na stresalniku (37 °C, 180 rpm). Po dve urni inkubaciji smo v fiziološki 
raztopini naredili desetkratne redčitve donorskega in recipientskega seva ter jih nacepili 
na plošče LB z antibiotiki (Kn, Tp za donorski sev, Ap za recipientski sev) za določitev 
CFU pred konjugacijo. Nato smo volumen recipientskega seva, ki je ustrezen glede na 
frekvenco konjugacije pri danih eksperimentalnih pogojih, centrifugirali (5.000 rpm, 
10  min), odstranili supernatant in usedlino resuspendirali v donorski kulturi, katere 
volumen je z volumnom recipientske kulture v razmerju 2,5:1. Celoten volumen 
suspenzije smo prenesli v 15 mL sedimenta v mali petrijevki, vsebino premešali in 
prelili z 10 mL sintetične vode. Kot negativno kontrolo smo uporabili 15  mL sedimenta 
v petrijevki, prelitega z 10 mL sintetične vode brez dodanih bakterijskih sevov. 
Petrijevko s sedimentom smo inkubirali 24 h pri izbrani temperaturi. Po inkubaciji smo 
celotno vsebino petrijevke prenesli v centrifugirko in jo 5 min stresali na mešalu. V 
1  ×  dPBS smo pripravili desetkratne redčitve in jih nacepili na plošče LB za štetje 
CFU. Plošče so bile selektivne za donorski sev (LB KnTp), recipientski sev (LB  Ap) in 
transkonjugante (LB ApTp). Selektivnost plošč LB smo preverili tako, da smo donorski 
in recipientski sev ločeno nacepili na selektivne plošče LB in jih inkubirali preko noči 
pri 37 °C. Frekvenco konjugacijskega prenosa smo izračunali z uporabo enačbe (1).  
3.2.9.2 Sediment brez prisotnih hranil (brez ostankov gojišča LB) 
Prekonočno kulturo donorskega seva MG1655 pKJK5 in recipientskega seva US 37 
smo pripravili po istem postopku kot v poglavju 3.2.8.1. Prekonočne kulture smo 
razredčili v 10 mL tekočega gojišča LB brez antibiotikov v razmerju 1:100 in jih 
inkubirali 2 h na stresalniku (37 °C, 180 rpm). Po dve urni inkubaciji smo v fiziološki 
raztopini naredili desetkratne redčitve donorskega in recipientskega seva ter jih nacepili 
na plošče LB z ustreznimi antibiotiki (Kn, Tp za donorski sev, Ap za recipientski sev) 
za določitev CFU pred konjugacijo. Sledil je postopek spiranja hranil iz kulture celic 
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recipienta in donorja. To smo storili tako, da smo volumna recipientske in donorske 
kulture, ki sta primerna glede na frekvenco konjugacije v danih pogojih in v razmerju 
2,5:1 centrifugirali (5.000 rpm, 10 min), odstranili supernatant in celice resuspendirali v 
enakem volumnu sintetične vode. Postopek smo ponovili trikrat in nato v fiziološki 
raztopini naredili desetkratne redčitve očiščenega donorskega in recipientskega seva ter 
jih nacepili na plošče LB z antibiotiki (Kn, Tp za donorski sev, Ap za recipientski sev) 
za ponovno določitev CFU pred konjugacijo. Nato smo očiščen recipientski sev 
centrifugirali (5.000 rpm, 10 min), odstranili supernatant in usedlino resuspendirali v 
donorski kulturi. Celoten volumen suspenzije smo prenesli v 15 mL sedimenta v mali 
petrijevki, vsebino premešali in prelili z 10 mL sintetične vode. Petrijevko s 
sedimentom smo inkubirali 24 h pri izbrani temperaturi. Kot negativno kontrolo smo 
uporabili 15 mL sedimenta v petrijevki, prelitega z 10 mL sintetične vode, brez dodanih 
bakterijskih sevov. Po inkubaciji smo celotno vsebino petrijevke prenesli v 
centrifugirko in jo 5 min stresali na mešalu. V 1 × dPBS smo pripravili desetkratne 
redčitve premešane suspenzije in jih nacepili na plošče LB za štetje CFU. Plošče so bile 
selektivne za donorski sev (LB KnTp), recipientski sev (LB  Ap) in transkonjugante 
(LB ApTp). Selektivnost plošč LB smo preverili tako, da smo donorski in recipientski 
sev ločeno nacepili na selektivne plošče LB in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Frekvenco konjugacijskega prenosa smo izračunali z uporabo enačbe (1).  
3.2.9.3 Sediment brez prisotnih hranil ter potek konjugacije v pretočnem respirometru 
Prekonočno kulturo donorskega seva MG1655 pKJK5 in recipientskega seva US 37 
smo pripravili po istem postopku kot v poglavju 3.2.8.1. Preko nočne kulture smo 
razredčili v 30 mL tekočega gojišča LB brez antibiotikov v razmerju 1:100 in jih 
inkubirali 2 h na stresalniku (37 °C, 180 rpm). Po dve urni inkubaciji smo v fiziološki 
raztopini naredili desetkratne redčitve donorskega in recipientskega seva ter jih nacepili 
na plošče LB z ustreznimi antibiotiki (Kn, Tp za donorski sev, Ap za recipientski sev) 
za določitev CFU pred konjugacijo. Sledil je postopek spiranja hranil iz kulture celic 
recipienta in donorja. To smo storili tako, da smo 15 mL donorske kulture in 30 mL 
recipientske kulture centrifugirali (5.000 rpm, 10 min), odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v enakem volumnu sintetične vode. Postopek smo ponovili trikrat in nato 
v fiziološki raztopini naredili desetkratne redčitve očiščenega donorskega in 
recipientskega seva ter jih nacepili na plošče LB z ustreznimi antibiotiki (Kn, Tp za 
donorski sev, Ap za recipientski sev) za ponovno določitev CFU pred konjugacijo. Nato 
smo 25 mL očiščenega recipientskega seva centrifugirali (5.000 rpm, 10 min), odstranili 
supernatant in usedlino resuspendirali v 10 mL donorske kulture (razmerje 2,5:1). 
Celoten volumen suspenzije smo vnesli v pretočni respiratorni sistem (Mori in sod., 
2017) v katerega smo predhodno vnesli primeren volumen sedimenta (50 mL ali 
100  mL) in sistem do vrha napolnili s sintetično vodo. Vzporedno smo izvedli 
negativno kontrolo pri kateri v respirometer nismo dodali bakterijskih kultur. Po 24 h 
inkubaciji pri izbranih pogojih (temperatura, pretok vode) smo iz respirometra odlili 
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sintetično vodo, 25 mL sedimenta prenesli v centrifugirko in dodali 5 mL 1 × dPBS. 
Vsebino centrifugirke smo 5 min mešali na mešalu in nato v 1×dPBS pripravili 
desetkratne redčitve in jih nacepili na plošče LB za štetje CFU. Plošče so bile selektivne 
za donorski sev (LB KnTp), recipientski sev (LB Ap) in transkonjugante (LB ApTp). 
Selektivnost plošč LB smo preverili tako, da smo donorski in recipientski sev ločeno 
nacepili na selektivne plošče LB in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Frekvenco 
konjugacijskega prenosa smo izračunali z uporabo enačbe (1). Eksperiment smo 
ponovili pri različnih temperaturah in različnih tokovih.  
3.2.10 Statistična analiza 
Statistično analizo frekvenc konjugacij smo izvedli z metodo Student t-test. V ta namen 
smo vrednosti frekvenc konjugacij spremenili v –log10 vrednosti in izračunali 
povprečje ter standardne deviacije. t-vrednost smo izračunali z uporabo enačbe: 
𝑡 =
𝑥1̅̅̅̅ −𝑥2̅̅̅̅  
√𝑠1
2
𝑁1
⁄ + 
𝑠2
2
𝑁2
⁄  
.     …(2) 
𝑥?̅? predstavlja povprečje, medtem ko 𝑠𝑖
2 predstavlja standardno deviacijo frekvenc 
konjugacij v setu vzorcev i. 𝑁𝑖 predstavlja število vzorcev v setu i. 
Kot statistično dovolj močan smo si izbrali 95 % interval zaupanja (α = 0,05). Potrjevali 
smo ničelno trditev, da prisotnost hranil ne vpliva na frekvenco konjugacije. To pomeni, 
da smo našo preizkušano trditev potrdili, kadar je vrednost p > 0,05 in zavrnili kadar je 
p < 0,05. Vrednost p izračunamo kot integral normalne porazdelitve, po kateri je 
porazdeljena spremenljivka t na intervalu 𝑡 ∈ [𝑡0, ∞). 𝑡0 je izračunana vrednost 
spremenjivke t dveh primerjanih setov vzorcev. 
3.2.11 Preverjanje uspešnosti konjugacijskega prenosa 
3.2.11.1 Plazmidna izolacija 
Plazmid smo izolirali s kompletom za izolacijo plazmidov GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit. Posamezne kolonije sevov, iz katerih smo želeli izolirati plazmidno DNA, smo 
nacepili v 5 mL tekočega gojišča LB s primernimi selekcijskimi antibiotiki (sevu 
MG1655 pKJK5 smo dodali antibiotika Kn in Tp, sevu US 37 Ap ter transkonjuganti 
Ap in Tp) in inkubirali 15 h s stresanjem (180 rpm) pri 37 °C. 3 mL bakterijske kulture 
smo po inkubaciji centrifugirali pri sobni temperaturi (2 min, 8.000 rpm), odstranili 
supernatant in celice resuspendirali v 250 µL raztopine za resuspendiranje. Po 
resuspendiranju smo suspenziji dodali 250 µL raztopine za lizo in premešali z 
obračanjem mikrocentrifugirke (4 – 6×). Po premešanju smo dodali 350 µL 
nevtralizacijske raztopine, premešali z obračanjem (4 – 6×) in nato 5 min centrifugirali 
pri 12.000 rpm. Po centrifugiranju smo supernatant prenesli v kolono GeneJET, 
centrifugirali 1 min (12.000 rpm) in zavrgli filtrat. Po centrifugiranju smo v kolono 
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dodali 500 µL pralne raztopine, ki smo jo predhodno razredčili z etanolom, 
centrifugirali 60 s pri 12.000 rpm in znova zavrgli filtrat. Postopek spiranja smo 
ponovili dvakrat in kolono še enkrat centrifugirali 1 min (12.000 rpm). Kolono 
GeneJET smo prenesli v svežo mikrocentrifugirko, dodali 50 µL na 70 °C ogretega 
pufra za elucijo in inkubirali 2 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo kolono 
2  min centrifugirali (12.000 rpm). Kolono smo odstranili, mikrocentrifugirko s 
plazmidom pa do nadaljnje uporabe shranili pri –20 °C.  
3.2.11.2 Mikroskopiranje 
Preparat za mikroskopiranje smo pripravili tako, da smo na objektno steklo s krovnim 
steklom razmazali kapljico poli-L-lizina in počakali, da se posuši. Nato smo posamezno 
kolonijo željenega seva resuspendirali v 250 µL fiziološke raztopine. Na objektno steklo 
s posušenim poli-L-lizinom smo kanili kapljico bakterijske suspenzije in jo pod kotom 
prekrili s krovnim steklom. Uhajanje tekočine izpod krovnega stekla smo preprečili z 
lakom za nohte. Ko se je lak posušil je bil preparat pripravljen za opazovanjem z 
mikroskopom.  
3.2.12 Sekvenciranje 
Izolacijo DNA iz sedimenta smo izvedli v laboratoriju Skupine za molekularno genetiko 
Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov Oddelka za biologijo 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Ostale korake sekvenciranja smo izvedli v 
laboratorijih podjetja Omega d.o.o., Ljubljana.  
3.2.12.1 Izolacija DNA iz sedimenta 
Izolacijo DNA iz sedimenta smo izvedli s kompletom EliGene® Soil DNA Isolation Kit, 
po navodilih proizvajalca. Mikrocentrifugirke s sedimentom smo najprej 1 min 
centrifugirali pri 10.000 rpm, da smo odstranili odvečno vodo. En g sedimenta smo 
dodali homogenizacijskim kroglicam in premešali na mešalu. Suspenziji smo dodali 
60  µL pufra za lizo S1, premešali na mešalu in 10 min inkubirali pri 70 °C. 
Homogenizacijske kroglice s sedimentom smo po inkubaciji pritrdili na mešalo in 
mešali 10 min pri najvišji hitrosti. Nato smo homogenizacijske kroglice 30 s 
centrifugirali pri 9.700 rpm. Supernatant smo preneseli v svežo 2-mililitrsko 
mikrocentrifugirko in dodali 250 µL pufra za odstranitev inhibitorjev S2, premešali na 
mešalu in 5 min inkubirali na ledu. Po inkubaciji smo mikrocentrifugirke centrifugirali 
1 min pri 9.700 rpm in prenesli do 600 µL supernatanta v svežo 2-mililitrsko 
mikrocentrifugirko, ki smo mu dodali 200 µL pufra za odstranitev inhibitorjev S3. 
Suspenzijo smo premešali, jo inkubirali 5 min na ledu in nato centrifugirali 1 min pri 
9.700 rpm. Do 700 µL supernatanta smo prenesli v svežo 2-mililitrsko 
mikrocentrifugirko in dodali 450 µL vezavnega pufra S4, premešali in short spin 
centrifugirali. Nato smo dodali 600 µL vezavnega pufra S5, premešali in short spin 
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centrifugirali. Do 700 µL suspenzije smo odpipetirali v kolono za izolacijo in 1 min 
centrifugirali pri 9.700 rpm. Filtrat smo odvrgli in v kolono odpipetirali preostali 
supernatant. Znova smo centrifugirali 1 min pri 9.700 rpm in kolono prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko. Koloni smo dodali 500 µL pralnega pufra S6 in centrifugirali 1 min 
pri 9.700 rpm. Filtrat smo odstranili in kolono centrifugirali 2 min pri 10.700 rpm. 
Kolono smo po centrifugiranju prestavili v novo mikrocentrifugirko in dodali 100 µL 
elucijskega pufra S7, na kar smo 5 min inkubirali pri 65 °C. Po inkubaciji smo kolono 
centrifugirali 1 min pri 9.700 rpm. Izolirano DNA, ki se je izločila kot filtrat v 
mikrocentrifugirki smo do nadaljne uporabe shranili pri –20 °C. 
3.2.12.2 Kvantifikacija izolirane DNA 
Kvantifikacijo izolirane DNA smo izvedli s fluorometrom Qubit® 4.0 in komercialnim 
kompletom Qubit® dsDNA HS Assay Kit. Pripravili smo delovno raztopino Qubit® z 
redčenjem reagenta Qubit® dsDNA HS Reagent v pufru Qubit® dsDNA HS Buffer v 
razmerju 1:200. Vzorce, ki smo jim želeli izmeriti koncentracijo DNA, smo odmrznili 
in pred kvantifikacijo premešali na mešalu. Nato smo v male PCR mikrocentrifugirke 
odpipetirali 190 µL delovne raztopine Qubit® in 10 µL vzorca z DNA, mešali 3 s ter 
2 min inkubirali na sobni temperaturi. Po inkubaciji so bili vzorci pripravljeni za 
kvantifikacijo DNA s fluorometrom Qubit® 4.0. 
3.2.12.3 Pomnoževanje hipervariabilnih regij gena za 16S rRNA in čiščenje 
produktov 
Vzorce s kvantificirano DNA smo razredčili v dH2O tako, da je bilo v končnem 
volumnu 12 µL 2 ng DNA. Nato smo izvedli reakcijo PCR za pomnoževanje 
hipervariabilnih regij gena za 16S rRNA. Vsi reagenti so bili vključeni v komercialnem 
kompletu 16S™ Metagenomics Kit. Za vsak vzorec smo pripravili dve reakciji PCR, 
eno za vsakega od dveh setov začetnih oligonukleotidov (V2-4-8 in V3-6, 7-9). Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili 2 µL 1,5 ng/µL E. coli kontrolne DNA in kot 
negativno kontrolo sdH2O. Sestava reakcijske zmesi za PCR s končnim volumnom 
30 µL je zapisana v preglednici 13 in program pomnoževanja v preglednici 14.  
Preglednica 13: Sestava reakcijske zmesi za pomnoževanje hipervariabilnih regij gena za 16S rRNA v 
PCR. 
PCR reakcijska zmes 
Volumen 
Vzorec 
Pozitivna 
kontrola 
Negativna 
kontrola 
2× Environmental Master Mix 15 µL 15 µL 15 µL 
Set začetnih oligonukleotidov (V2-4-8 ali V3-6, 7-9) 3 µL 3 µL 3 µL 
2 ng vzorca DNA 12 µL / / 
1,5 ng/µL pozitivne kontrole E. coli DNA / 2 µL / 
sdH2O / 10 µL 12 µL 
Končni volumen 30 µL 
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Preglednica 14: Program pomnoževanja hipervariabilnih regij gena za 16S rRNA s PCR. 
Program PCR 
95 °C, 10:00 min 1 × 
95 °C, 0:30 min 
58 °C, 0:30 min   18 × 
72 °C, 0:20 min 
72 °C, 7:00 min   1 × 
Produkte PCR smo očistili s komercialnim kompletom Agencourt® AMPure® XP Kit. 
Najprej smo združili produkte istih vzorcev, ki smo jih pomnožili z različnima setoma 
začetnih oligonukleotidov. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 20 µL vsakega od 
produktov istega vzorca pomnoženega z različnim setom začetnih oligonukleotidov 
(končni volumen 40 µL) in jim dodali 72 µL na sobno temperaturo ogretih in 
premešanih Agencourt® AMPure® XP kroglic, premešali, centrifugirali (hiter pulz) in 
inkubirali 5 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo mikrocentrifugirke za 3 min 
približali magnetu in nato odstranili supernatant. Brez da bi mikrocentrifugirke 
odstranili iz magnetnega ročaja smo v vsako dodali 300 µL 70-odstotnega etanola, 
inkubirali 30 s in vsako mikrocentrifugirko na magnetnem ročaju dvakrat obrnili, da so 
se kroglice premikale po suspenziji. Po 30 s smo odstranili supernatant in še enkrat 
ponovili čiščenje s 70-odstotnim etanolom. Po popolni odstranitvi etanola smo kroglice 
4 min sušili na sobni temperaturi. Po sušenju smo mikrocentrifugirke odstranili iz 
magnetnega držala in v vsako dodali 15 µL vode brez nukleaz in mešali na mešalu 
dokler se kroglice niso resuspendirale. Nato smo vse vzorce pulzno centrifugirali in 
mikrocentrifugirke ponovno približali magnetu dokler suspenzija ni postala čista. 
Supernatant, ki je vseboval očiščeno pomnoženo DNA smo prestavili v svežo 
mikrocentrifugirko in jo do uporabe shranili pri –20 °C.  Koncentracijo pomnoženih 
produktov smo izmerili z LabChip® GX Touch™ analizatorjem nukleinskih kislin in 
komercialnim kompletom HT DNA HiSens Reagent Kit.  
3.2.12.4 Priprava knjižnic in sekvenciranje 
Združenim in očiščenim PCR produktom smo najprej z uporabo komercialnega 
kompleta Ion Plus Fragment Library Kit popravili konce DNA v tope konce. To smo 
storili tako, da smo zmešali produkte DNA z ostalimi regenti, ki so zapisani v 
preglednici 15 in zmes inkubirali 20 min na sobni temperaturi. 
Preglednica 15: Sestava reakcijske zmesi za popravljanje koncev DNA v tope konce. 
Reakcijska zmes Volumen  
100 ng združenih produktov DNA 79 µL 
5× End Repair Buffer 20 µL 
End Repair Enzyme 1 µL 
Skupaj 100 µL 
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Po inkubaciji je ponovno sledilo čiščenje DNA s kompletom Agencourt® AMPure® XP 
Kit. Vsaki raztopini DNA z volumnom 100 µL smo dodali 180 µL Agencourt® 
AMPure® XP reagenta, premešali in inkubirali 5 min na sobni temperaturi. Nato smo 
pulzno centrifugirali in mikrocentrifugirke pritrdili na magnetno držalo. Po 3 min smo 
odstranili supernatant, dodali 500 µL 70-odstotnega etanola in inkubirali 30 s. Medtem 
smo mikrocentrifugirke na magnetnem držalu obračali, da so se kroglice premikale po 
suspenziji. Nato smo etanol odstranili in čiščenje ponovili še enkrat. Po popolni 
odstranitvi etanola smo mikrocentrifugirke odstranili iz magnetnega ročaja, v vsako 
dodali 25 µL priloženega pufra Low TE  in dobro premešali. Nato smo 
mikrocentrifugirke pulzno centrifugirali, za 1 min položili nazaj v magnetno držalo in 
prenesli supernatant z DNA v sveže mikrocentrifugirke.  
DNA smo v naslednjem koraku v 0,2-mililitrski PCR mikrocentrifugirki zmešali z 
reagenti, adapterji in barkodami, katerih volumni so opisani v preglednici 16. Vzorce 
smo v cikličnem termostatu za PCR inkubirali po programu opisanem v preglednici 16.  
Preglednica 16: Reakcijska zmes in program pomnoževanja za ligacijo adapterjev in barkod na DNA. 
 
  
Program 
pomnoževanja 
25 °C, 15 min 1× 
72 °C, 5 min 1× 
4 °C, ∞ 
 
Posamezne vzorce smo po pomnoževanju prenesli v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko, 
dodali 140 µL reagenta Agencourt® AMPure® XP, dobro premešali in vzorce DNA 
očistili po istem postopku kot pred inkubacijo. Po popolni odstranitvi etanola smo 
vzorce odstranili iz magnetnega ročaja, v vsako mikrocentrifugirko dodali 20 µL 
priloženega pufra Low TE in premešali. Mikrocentrifugirke z vzorci smo pulzno 
centrifugirali, za 1 min položili nazaj v magnetno držalo in prenesli supernatant z DNA 
v sveže mikrocentrifugirke.  
Koncentracijo pridobljenih knjižnic smo izmerili z analizatorjem nukleinskih kislin 
LabChip® GX Touch™. Po tem ko smo določili koncentracijo smo knjižnice razredčili 
tako, da je bila koncentracija DNA v 25 µL vsakega vzorca 60 pM.  
Pripravo template in polnjenje čipa Ion 350™ Chip smo izvedli na napravi Ion Chef™ 
ob uporabi kompleta Ion 510™ & Ion 520™ & Ion 530™ Kit – Chef. Sekvenciranje 
smo izvedli na napravi Ion S5™. 
1× reakcijska zmes Volumen  
DNA 25 µL 
10× Ligase Buffer 10 µL 
Adapters 2 µL 
Ion Xpress™ Barcode 2 µL 
dNTP Mix 2 µL 
H2O brez nukleaz 49 µL 
DNA ligaza 2 µL 
Nick Repair Polymerase 8 µL 
Skupaj 100 µL 
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Rezultati sekvenciranja so bili naloženi v Ion Reporter™ Software. Na podlagi števila 
»readov« posameznih družin, rodov in vrst smo izračunali, kakšen delež mikrobne 
združbe predstavljajo v posameznem vzorcu.  
3.2.13 Izračun alfa in beta-diverzitete 
3.2.13.1 Simpson-ov indeks (D) 
Simpson-ov indeks (D) za opredelitev alfa-diverzitete mikrobne združbe posameznih 
vzorcev na nivoju družine, rodu in vrste smo izračunali z uporabo enačbe: 
                                                     𝐷 =
Σ𝑛(𝑛−1)
𝑁(𝑁−1)
.      …(3) 
𝑛 predstavlja število »readov« posamezne družine, rodu, vrste v vzorcu in N predstavlja 
število »readov« vseh družin, rodov, vrst v vzorcu.  
3.2.13.2 Shannon-Wiener-jev indeks raznovrstnosti (H) 
Shannon-Wiener-jev indeks raznovrstnosti (H) za opredelitev alfa-diverzitete mikrobne 
združbe posameznih vzorcev na nivoju družine, rodu in vrste smo izračunali z uporabo 
enačbe:   
                                                     𝐻 = −Σ𝑝𝑖 ln 𝑝𝑖.     …(4) 
𝑝𝑖 predstavlja delež »readov« posamezne družine, rodu, vrste v vzorcu glede na število 
»readov« vseh družin, rodov, vrst v vzorcu.  
3.2.13.3 Pielou-jev indeks poravnanosti (E) 
Pielou-jev indeks poravnanosti posameznega vzorca na nivoju družine, rodu in vrste 
smo izračunali z uporabo enačbe:  
                                               𝐸 =
𝐻′
𝑙𝑛𝑆
.      …(5) 
𝐻′ predstavlja izračunan Shannon-Wiener-jev indeks raznovrstnosti za družino, rod, 
vrsto v vzorcu in 𝑆 predstavlja število družin, rodov, vrst v vzorcu.  
3.2.13.4 Bray-Curtis-ova neenakost (𝐵𝐶𝑖𝑗) 
Bray-Curtis-ovo neenakost za opredelitev beta-diverzitete lokacijskih replikatov na 
nivoju družine, rodu in vrste smo izračunali z uporabo enačbe:   
                                          𝐵𝐶𝑖𝑗 = 1 −  
2𝐶𝑖𝑗
𝑆𝑖+𝑆𝑗
.     …(6) 
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 39 
 
𝐶𝑖𝑗 predstavlja seštevek manjših vrednosti »readov« družin, rodov, vrst, ki so skupni 
lokacijskima replikatoma. 𝑆𝑖 in 𝑆𝑗 predstavlja seštevek »readov« vseh družin, rodov, 
vrst, ki se pojavijo v posameznem lokacijskem replikatu.  
3.2.13.5 Jaccard-ov indeks podobnosti (𝐽(𝐴, 𝐵)) 
Jaccard-ov indeks podobnosti za opredelitev beta-diverzitete lokacijskih replikatov na 
nivoju družine, rodu in vrste smo izračunali s pomočjo enačbe: 
                                       𝐽(𝐴, 𝐵) =
|𝐴∩𝐵|
|𝐴|+|𝐵|−|𝐴∩𝐵|
.      …(7) 
|𝐴 ∩ 𝐵| predstavja število lokacijskima replikatoma skupnih družin, rodov, vrst. |𝐴| in 
|𝐵| predstavljata število vseh družin, rodov, vrst v posameznem lokacijskem replikatu.  
3.2.14 Agarozna gelska elektroforeza 
Pri agarozni gelski elektroforezi smo uporabljali različno odstotne agarozne gele. Za 
pripravo 1-odstotnega gela smo uporabili 0,3 g agaroze, za priprabo 1,5-odstotnega gela 
0,45 g agaroze in za pripravo 2-odstotnega gela 0,6 g agaroze. Primerno količino 
agaroze smo v mikrovalovni pečici z vmesnim mešanjem raztopili v 30 mL 1 × TBE 
pufra. Raztopljeno agarozo smo pred vlitjem v nosilec za gel ohladili na temperaturo 
55  – 60  °C in dodali etidijev bromid v končni koncentraciji 0,7 µg/mL. Nato smo 
raztopljeno agarozo z etidijevim bromidom vlili v nosilec za gel z vstavljenim 
glavničkom za jamice. Ko je gel polimeriziral smo glavniček odstranili in agarozni gel 
prestavili v banjico za gelsko elektroforezo in ga prelili z 1 × pufrom TBE. Vzorcem 
smo dodali nanašalni pufer in jih nanesli v jamice agaroznega gela. Prav tako smo 
nanesli tudi primerne lestvice za določanje velikosti fragmentov. Vzorce smo glede na 
velikost fragmentov ločevali pri napetosti 70–100 V/cm, samo ločevanje pa je potekalo 
med 30 in 45 min. Po končani elektroforezi smo gel vizualizirali z UV-
presvetljevalnikom GeneBox.  
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4 REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA IN IDENTIFIKACIJA E. coli  
4.1.1 Izolacija E. coli iz vzorca čistilne naprave 
Seve E. coli smo uspešno izolirali iz vzorca zunanjega bazena Čistilne naprave Brežice. 
Izolacijo E. coli smo potrdili s preverjanjem barve rasti na trdnem gojišču MAC, trdnem 
gojišču UriSelect in s komercialnim testom API 20 E. Rezultati kažejo na prisotnost 
E. coli in ostalih enteričnih po Gramu negativnih bakterij v zunanjem bazenu čistilne 
naprave. 
4.1.1.1 Rast na trdnem gojišču MAC 
Na trdnem gojišču MAC, na katerega smo nacepili neredčen in 10× redčen vzorec iz 
zunanjega bazena čistilne naprave, smo zaznali rast kolonij različnih barv in velikosti 
(slika 4), kar nakazuje na prisotnost velikega števila enteričnih po Gramu negativnih 
bakterij. Raziskovalno delo smo nadaljevali le na kolonijah roza barve, saj te ustrezajo 
barvnemu profilu E. coli na gojišču MAC. 
 
Slika 7: Izolacija E. coli na trdnem gojišču MAC. (A) Rast neredčenega vzorca zunanjega bazena čistilne 
naprave Brežice na gojišču MAC. (B) Rast izoliranega bakterijskega seva E. coli na gojišču MAC.  
4.1.1.2 Rast na trdnem gojišču UriSelect 
Po opazovanju rasti na trdnem gojišču MAC smo delo nadaljevali le na kolonijah roza 
barve. Na trdnih gojiščih UriSelect smo pričakovali rast kolonij rožnate do vijolične 
barve, saj te ustrezajo barvnemu profilu E. coli. Izmed treh sevov, ki smo jih nacepili na 
gojišče UriSelect, so bile kolonije dveh sevov roza barve in kolonije enega seva roza – 
vijolične (slika 5). Seve, ki so zrastli na gojišču UriSelect in katerih kolonije so bile roza 
barve, smo v nadaljevanju identificirali s komercialnim kompletom API 20 E.  
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Slika 8: Rast na trdnem gojišču UriSelect. Roza kolonije (B in C) so predstavljale možne E. coli. Roza – 
vijolične kolonije (A) predstavljajo bakterijo, ki ni E. coli.  
4.1.1.3 Identifikacija bakterijskih sevov s testom API 20 E 
Zadnji test, ki smo ga uporabili pri potrjevanju E. coli, je bil komercialni test API 20 E, 
ki vsebuje 20 biokemičnih testov. Oba izolata, ki smo jih preverjali s tem testom, sta 
imela isti rezultat in smo jih identificirali kot izolata E. coli. Med najpomembnejše teste 
za identifikacijo E. coli spadajo test za citrat kot edini vir ogljika, ki je bil negativen, 
test sinteze indola, ki je bil pozitiven in test Voges – Proskauer za detekcijo acetoina, ki 
je bil negativen (slika 6). Takšni rezultati so značilni za E. coli. Seva smo poimenovali 
US 37 in US 39.  
 
Slika 9: Rezultat identifikacije E. coli s testom API 20 E. Označeni so testi za preverjanje citrata, indola 
in Voges-Proskauer test.  
4.1.1.4 Ugotavljanje občutljivosti za antibiotike 
Oba seva, ki smo jih identificirali kot E. coli, smo preverili za občutljivost za 
antibiotike. Da bi bila seva primerna za proces konjugacije z donorskim sevom 
MG1655 pKJK5, sta morala biti občutljiva za antibiotika kanamicin in trimetoprim ter 
sta morala biti odporna proti antibiotiku ampicilinu, ki smo si ga izbrali kot 
selekcijskega v procesu konjugacije. Tako sev US 37 kot US 39 sta bila odporna proti 
ampicilinu in občutljiva za kanamicin in trimetoprim ter tako primerna kot možna 
recipienta.  
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4.2 FREKVENCA KONJUGACIJSKEGA PRENOSA 
Pri vseh eksperimentih ugotavljanja frekvence konjugacije so bili volumni 
recipientskega in donorskega seva v razmerju 2,5:1. 
4.2.1 Izbor recipientskega seva za konjugacijske poskuse 
Z metodo ugotavljanja frekvence konjugacijskega prenosa na trdnem gojišču s hranili 
pri 37 °C smo preverili, s katerim izmed recipientskih sevov US 37 ali US 39 in 
donorskim sevom MG1655 pKJK5 pride do višje frekvence konjugacije. Do višje 
frekvence konjugacije je prišlo pri konjugaciji z recipientskim sevom US 37 
(preglednica 17), zato smo tega uporabili v nadaljnjih poizkusih.  
Preglednica 17: Frekvenca konjugacije z recipientskima sevoma US37 in US 39. 
Recipientski sev Frekvenca konjugacije 
US 37 6,59 × 10–3 
US 39 4,27 × 10–4 
4.2.2 Frekvenca konjugacijskega prenosa v neavtoklaviranem rečnem sedimentu 
V nadaljevanju eksperimenta smo želeli preveriti ali konjugacija lahko poteče v 
neavtoklaviranem rečnem sedimentu pri temperaturi 10 °C in pretoku vode 2,5 mL/min. 
Poskus smo izvedli v pretočnem respirometru. Eksperiment smo z donorskim sevom 
MG1655 pKJK5 in izbranim recipientskim sevom ponovili dvakrat. Zaradi nesterilnosti 
sedimenta smo zaznali rast na kontrolnih gojiščih s selekcijskimi antibiotiki za 
recipientski sev LB Ap in transkonjugante LB ApTp, vendar ne za donorski sev LB 
KnTp. To pomeni, da so v sedimentu prisotni mikroorganizmi z odpornostmi proti 
ampicilinu, trimetoprimu ter obema skupaj, ni pa bilo prisotnih mikroorganizmov s 
kombinacijo odpornosti proti kanamicinu in trimetoprimu.   
Zaradi omenjenega problema smo v drugem poskusu končne redčitve po konjugaciji 
naredili tudi na gojiščih MAC s selekcijskimi antibiotiki. Rezultati so pokazali, da na 
kontrolnih selekcijskih gojiščih za recipientski sev MAC Ap zrastejo tako kolonije bež 
kot roza barve, na selekcijskih gojiščih za transkonjugante MAC ApTp pa samo 
kolonije bež barve (slika 7).  
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Slika 10: Bakterijska rast vzorca sedimenta iz kontrolnega respiratornega sistema na selekcijskih ploščah 
MAC. (A) Rast na selekcijskem gojišču za recipientski sev MAC Ap na katerem opazimo kolonije roza in 
bež barve. (B) Rast na selekcijskem gojišču za transkonjugante MAC ApTp, na katerem opazimo rast 
samo bež kolonij.  
Preživetje donorskega seva v neavtoklaviranem sedimentu smo dokazali z rastjo na 
selekcijskem gojišču z dodanima antibiotikoma Kn in Tp.  
Preživetje recipientskega seva smo dokazali z izvedbo metode ERIC-PCR. Rezultati so 
pokazali, da so vse naključno izbrane kolonije roza barve iz selekcijskega gojišča MAC 
Ap pripadale recipientskemu sevu US 37. Slika gelske elektroforeze je v prilogi A.  
Rezultati poskusa z donorskim in recipientskim sevom so pokazali, da omenjena seva v 
sedimentu z avtohtono mikrobioto preživita vendar med njima ne poteče konjugacijski 
prenos. 
Konjugacija v teh pogojih kljub preživetju donorskega in recipientskega seva ne poteče, 
saj tako na kontrolnih selekcijskih gojiščih MAC ApTp kot na selekcijskih gojiščih 
MAC ApTp iz sistema z dodanima donorskim in recipientskim sevom nismo opazili 
rasti roza kolonij, ki bi nakazovale rast E. coli (slika 8).  
 
Slika 11: Bakterijska rast na za transkonjugante selekcijskem gojišču MAC ApTp iz vzorca sedimenta 
kontrolnega in eksperimentalnega respiratornega sistema. (A) Rast bež kolonij iz sedimenta kontrolnega 
respiratornega sistema. (B) Rast bež kolonij iz sedimenta eksperimentalnega respiratornega sistema.  
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Da bi ugotovili, kateri je omejitveni dejavnik procesa konjugacije smo poskus 
nadaljevali z ocenjevanjem frekvence konjugacijskega prenosa pri različnih 
temperaturah na trdnem gojišču s hranili (gojišče LB) in brez hranil (gojišče iz 
sintetične vode) ter z ocenjevanjem frekvence konjugacijskega prenosa v 
avtoklaviranem sedimentu s hranili (prisotno gojišče LB) in brez hranil (ni prisotnega 
gojišča LB), prav tako pri različnih temperaturah.  
4.2.3 Frekvenca konjugacijskega prenosa na trdnem gojišču z in brez hranil pri 
različnih temperaturah 
Konjugacija med donorskim sevom MG1655 pKJK5 in US 37 na trdnem gojišču poteče 
pri temperaturah od 37 °C do 10 °C in ne poteče pri 4 °C, oz. je frekvenca konjugacije 
pri danih koncentracijah donorja in recipienta pod mejo detekcije. Mejo detekcije 
omejuje zmožnost zaznave ene kolonije transkonjugant. Pri 4 °C bi to pomenilo 
frekvenco konjugacije 2 × 10–6. Frekvenca konjugacije je najvišja pri temperaturi 34 °C 
in znatno upade pri temperaturi 20 °C. Rezultati kažejo, da prisotnost hranil ne vpliva 
znatno na frekvenco konjugacije, razen pri temperaturah 34 °C in 10 °C, kjer je 
frekvenca konjugacije značilno višja v prisotnosti hranil, torej na gojišču LB. To smo 
potrdili s Studentovo t-test  statistično analizo. Rezultati statistične analize so podani v 
prilogi I.  
Čeprav pri 4 °C nismo zaznali rasti konjugant bi bila frekvenca konjugacije v primeru 
ene transkonjugante 2,1×10–6, kar v našem primeru ni v trendu padanja frekvence 
konjugacije s temperaturo. Razlog za to bi lahko bil v slabši rasti recipientskega seva pri 
4 °C, kjer smo zaznali negativni prirast (priloga F). Rezultati konjugacij so zapisani v 
preglednici 18. Grafični prikaz frekvence konjugacij najdemo na sliki 9. 
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Preglednica 18: Frekvence konjugacij na trdnem gojišču z in brez hranil pri različnih temperaturah. 
Konjugacija na trdnem gojišču z in brez hranil pri različnih temperaturah 
Gojišče Temperatura [°C] Frekvenca konjugacije Povprečna frekvenca konjugacije 
LB 
37 
6,6 × 10–3 
6,9 × 10–3 8,4 × 10–3 
5,8 × 10–3 
Sintetična 
voda 
4,9 × 10–3 
3,5 × 10–3 4,3 × 10–3 
1,4 × 10–3 
LB 
34 
5,1 × 10–2 
5,2 × 10–2 4,6 × 10–2 
5,8 × 10–2 
Sintetična 
voda 
2,8 × 10–2 
2,7 × 10–2 3,1 × 10–2 
2,3 × 10–2 
LB 
30 
8,0 × 10–3 
5,4 × 10–3 2,8 × 10–3 
5,4 × 10–3 
Sintetična 
voda 
2,8 × 10–3 
3,2 × 10–3 2,1 × 10–3 
4,8 × 10–3 
LB 
27 
6,7 × 10–3 
4,7 × 10–3 4,2 × 10–3 
3,1 × 10–3 
Sintetična 
voda 
6,4 × 10–3 
3,6 × 10–3 3,0 × 10–3 
1,5 × 10–3 
LB 
20 
1,1 × 10–6 
1,5 × 10–6 1,6 × 10–6 
1,7 × 10–6 
Sintetična 
voda 
3,0 × 10–6 
2,0 × 10–6 1,6 × 10–6 
1,4 × 10–6 
LB 
10 
3,7 × 10–8 
3,4 × 10–8 3,3 × 10–8 
3,1 × 10–8 
Sintetična 
voda 
6,6 × 10–9 
8,0 × 10–9 9,4 × 10–9 
8,1 × 10–9 
LB 
4 
0 
0 0 
0 
Sintetična 
voda 
0 
0 0 
0 
  
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 46 
 
4.2.4 Frekvenca konjugacijskega prenosa v sterilnem sedimentu z in brez hranil 
pri različnih temperaturah 
Konjugacija med donorskim sevom MG1655 pKJK5 in donorskim sevom US 37 v 
15 mL sedimenta prelitega z 10 mL sintetične vode poteče pri temperaturah od 37 °C do 
20 °C. Pri temperaturi 27 °C nismo zaznali konjugacije pri standardnih volumnih 
donorskega (0,4 mL) in recipientskega seva (1 mL), zato smo koncentracijo celic v 
15 mL sedimenta povišali s povečanjem začetnih volumnov donorja in recipienta za 
faktor tri in pri tem obdržali razmerje med sevoma 2,5:1. Pri 20 °C smo volumen 
recipientskega in donorskega seva povečali 5× in pri 10 °C 6×. Kljub povečanju 
koncentracije celic donorskega in recipientskega seva pri 10 °C ni prišlo do konjugacije, 
oz. je bila frekvenca konjugacije pri danih volumnih pod mejo detekcije. Frekvenca 
konjugacije je bila najvišja pri 34 °C in je padala s temperaturo. Rezultati kažejo, da 
prisotnost hranil med konjugacijo v sedimentu vpliva na frekvenco konjugacije pri 
temperaturah 30 °C in 27 °C, saj so frekvence konjugacije znatno višje v sedimentu s 
prisotnim LB gojiščem. Rezultati Studentove statistične analize so podani v prilogi I.  
Rezultati konjugacij so zapisani v preglednici 19 in grafični prikaz na sliki 9. 
Preglednica 19: Frekvence konjugacij v sedimentu z in brez hranil pri različnih temperaturah. 
Konjugacija v avtoklaviranem sedimentu z in brez hranil pri različnih temperaturah 
Sediment Temperatura [°C] Frekvenca konjugacije Povprečna frekvenca konjugacije 
Z LB 
37 
5,2 × 10–4 
4,6 × 10–4 6,4 × 10–4 
2,1 × 10–4 
BREZ LB 
1,8 × 10–4 
1,6 × 10–4 1,1 × 10–4 
2,0 × 10–4 
Z LB 
34 
3,4 × 10–3 
4,0 × 10–3 4,0 × 10–3 
4,7 × 10–3 
BREZ LB 
1,7 × 10–3 
2,7 × 10–3 2,8 × 10–3 
3,7 × 10–3 
Z LB 
30 
3,0 × 10–4 
3,1 × 10–4 4,2 × 10–4 
2,1 × 10–4 
BREZ LB 
8,8 × 10–5 
6,7 × 10–5 6,3 × 10–5 
5,1 × 10–5 
Z LB 
27 
5,2 × 10–6 
5,0 × 10–6 3,8 × 10–6 
6,1 × 10–6 
BREZ LB 
9,5 × 10–7 
7,8 × 10–7 5,5 × 10–7 
8,5 × 10–7 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 19: Frekvence konjugacij v sedimentu z in brez hranil pri različnih 
temperaturah.  
Konjugacija v avtoklaviranem sedimentu z in brez hranil pri različnih temperaturah 
Sediment  Temperatura [°C] Frekvenca konjugacije Povprečna frekvenca konjugacije 
Z LB 
20 
6,8 × 10–7 
5,2 × 10–7 5,8 × 10–7 
3,1 × 10–7 
BREZ LB 
1,2 × 10–7 
1,8 × 10–7 2,0 × 10–7 
2,1 × 10–7 
Z LB 
10 
0 
0 0 
0 
BREZ LB 
0 
0 0 
0 
 
4.2.5 Frekvenca konjugacijskega prenosa v pretočnem respirometru 
Konjugacija v pretočnem respirometru med donorskim sevom MG1655 pKJK5 in 
recipientskim sevom US 37 je v respirometru potekla samo pri 37 °C brez pretoka. V 
primeru vključenega pretoka tok vode bakterijske celice odnaša iz sedimenta in 
respiratornega sistema v zbiralno posodo, zato smo na koncu procesa zaznali višji 
negativni prirast donorskih in recipientskih celic kot v primeru izključenega pretoka 
(priloga H). Pri 10 °C tako kot pri eksperimentih konjugacije v sedimentu v malih 
petrijevkah konjugacija ni potekla oz. je bila pri danih volumnih donorja in recipienta 
pod mejo detekcije. Tok morda ni omejitveni faktor za potek procesa konjugacije. 
Možno je, da bi zaznali proces konjugacije pri 37 °C tudi v primeru pretoka vode, če bi 
močno povečali začetne volumne donorskega in recipientskega seva. Grafični prikaz 
frekvenc konjugacij je na sliki 9. 
Preglednica 20: Frekvence konjugacij v respirometru. 
Avtoklaviranje 
sedimenta 
Temperatura 
[°C] 
Pretok [mL/min] 
Frekvenca 
konjugacije 
Povprečna frekvenca 
konjugacije 
NE 10 2,5 0 0 
DA 10 1 0 0 
DA 37 2,5 0 0 
DA 37 1 0 0 
DA 37 0 
7,5 ×10–4 
7,8 ×10–4 
8,1 ×10–4 
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 48 
 
 
Slika 12: Grafični prikaz frekvenc konjugacij na trdnem gojišču, v sedimentu in v respirometru.  
Modre oznake prikazujejo odvisnost frekvence konjugacije od temperature na trdnem gojišču, medtem ko 
rdeče oznake predstavljajo odvisnost frekvence konjugacije od temperature v sedimentu. Polna črta 
predstavlja eksperimente s prisotnimi hranili, črtkana črta pa predstavlja eksperimente v odsotnosti hranil. 
Črn kvadratek predstavlja frekvenco konjugacije v respirometru pri 37 °C, brez vzpostavljenega pretoka. 
4.2.6 Potrditev konjugacijskega prenosa 
Potrditev konjugacijskega prenosa plazmida pKJK5 iz donorskega seva MG1655 
pKJK5 v recipientski sev US 37 smo potrdili z izolacijo plazmidne DNA ter 
opazovanjem fluorescence celic pod mikroskopom.  
4.2.6.1 Izolacija plazmidne DNA 
Plazmid smo uspešno izolirali iz celic donorskega seva MG1655 pKJK5 ter iz celic 
transkonjugant. Iz celic recipientskega seva plazmidne DNA nismo uspeli izolirati. 
Rezultati kažejo, da je prenos plazmida iz donorskega seva v recipientskega uspel ter da 
je odpornost celic transkonjugant proti trimetoprimu posledica prenosa plazmida. Slike 
gelske elektroforeze so v prilogi B. 
4.2.6.2 Opazovanje fluorescence celic pod mikroskopom 
Celice transkonjugant in celice donorskega ter recipientskega seva smo opazovali pod 
mikroskopom za opazovanje fluorescence. Pri tem smo uporabili UV filtra WIB za 
opazovanje zelene fluorescence in filter D/F/T za opazovanje rdeče fluorescence. Celice 
donorskega seva, ki imajo na kromosomu zapis za protein mCherry so pod filtrom 
D/F/T svetile rdeče. Donorske celice kljub prisotnosti plazmida z zapisom za protein 
GFP pod filtrom WIB niso svetile zeleno, saj je izražanje proteina GFP zavrto in se 
inducira po prenosu plazmida v recipientsko celico. Recipientske celice niso svetile pod 
nobenim od UV filtrov. Celice transkonjugant so zaradi prejema plazmida z zapisom za 
protein GFP pod filtrom WIB svetile zeleno, kar potrjuje prenos plazmida. Celice 
transkonjugant zeleno svetijo tudi pod filtrom D/F/T zaradi prekrivanja valovnih dolžin 
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 49 
 
eksitacije ter emisije proteina GFP in UV filtra. Slike opazovanja celic pod 
mikroskopom najdemo v prilogi C.  
4.3 UGOTAVLJANJE VIRULENTNEGA POTENCIALA RECIPIENTSKEGA 
SEVA E. coli US 37 
Recipientskemu sevu E. coli US 37 smo preverjali prisotnost naslednjih genov za 
virulentne dejavnike: iucD, afa/draBC, cnf1, fimH, fyuA, hlyA, iha, ireA, iroN, 
KpsMT_II, papC, papGII, papGIII, picU in sfaDE. Preiskovani sev je bil negativen za 
prisotnost vseh navedenih virulentnih dejavnikov. Slike gelov najdemo v prilogi D.  
Sev E. coli US 37 prav tako ni kolicinogen in nima prisotnih lizogenih bakteriofagov.  
4.4 SEKVENCIRANJE 
4.4.1 Izolacija DNA in kvantifikacija izolirane DNA 
DNA smo uspešno izolirali iz vseh vzorcev sedimenta, ki smo jih zbrali na petih 
lokacijah nad in pod CČN Domžale-Kamnik v dveh lokacijskih replikatih ter dveh 
obdobjih (začetek aprila, konec junija). Uspešnost izolacije DNA iz vzorcev sedimentov 
smo potrdili z izvedbo gelske elektroforeze. Slike gelske elektroforeze so v prilogi E. 
Po izolaciji DNA smo kvantificirali koncentracijo izolirane DNA. Podatki o 
koncentracijah so zapisani v preglednici priloge F. Koncentracije izolirane DNA se 
razlikujejo glede na vsak vzorec, z najmanjšo koncentracijo 0,214 ng/µL na lokaciji Sp. 
Stranje aprilskega vzorca in največjo koncentracijo 5,96 ng/µL aprilskega vzorca 
lokacije Videm. Na sliki 10 vidimo, da se koncentracije izolirane DNA aprilskih 
vzorcev sedimentov zvišujejo s tokom reke, medtem ko so koncentracije DNA junijskih 
vzorcev dokaj konstantne z rahlim zvišanjem v enem izmed lokacijskih replikatov na 
iztoku CČN in Videm. 
 
Slika 13: Grafični prikaz povprečnih koncentracij izolirane DNA iz sedimentov reke Kamniške Bistrice. 
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4.4.2 Priprava knjižnic  
Pri pripravi knjižnic za sekvenciranje vzorcev sedimentov smo izolirani DNA uspešno 
pomnožili hipervariabilne regije 16S. Končne koncentracije pomnoženih produktov 
DNA so zapisane v preglednici priloge F. 
Za vse vzorce sedimentov smo uspešno pripravili knjižice DNA potrebne za 
sekvenciranje, katerih končne koncentracije so prav tako zapisane v prilogi F. 
4.4.3 Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice 
Sekvenciranje je uspelo na vseh vzorcih razen na enem izmed lokacijskih replikatov 
aprilskega vzorca Sp. Stranje.  
Z izračunom Simpson-ovega indeksa in Shannon-Wiener-jevega indeksa raznovrstnosti 
smo opredelili alfa-diverziteto mikrobne združbe posameznih vzorcev na nivoju družin, 
rodu in vrst. Prav tako smo izračunali Pielou-jev indeks poravnanosti.  
Beta-diverziteto med lokacijskimi replikati smo izračunali z Bray-Curtis-ovo 
neenakostjo in Jaccard-ovim indeksom podobnosti.  
Rezultati Simpson-ovega indeksa in Shannon-Wiener-jevega indeksa raznovrstnosti 
kažejo, da so bolj vrstno raznoliki aprilski vzorci, še posebej lokacijska replikata pod 
iztokom CČN. Veliko vrstno raznolikost kažeta tudi junijska vzorca lokacije nad CČN. 
Manj vrstno raznoliki so tako aprilski kot junijski vzorci lokacij Sp. Stranje in Videm. 
Po Pielou-jevem indeksu poravnanost se vrednosti na nivoju vrst v vseh vzorcih gibljejo 
med 0,74 in 0,83, kar pomeni, da so mikrobne vrste približno enako zastopane. 
Rezultati so podani v preglednici v prilogi G.  
Rezultati beta-diverzitete kažejo, da se najbolj razlikujejo mikrobne združbe lokacijskih 
replikatov na iztoku CČN in na lokaciji Videm. Najmanj razlik v mikrobni združbi je 
bilo v junijskem vzorcu lokacijskih replikatov lokacije Bišče. Lokacijski replikati so 
med seboj veliko bolj raznoliki na nivoju vrst, kot na nivoju rodu ali družine. Rezultati 
so podani v preglednici v prilogi H.  
Na podlagi števila »readov« posameznih družin, rodov in vrst smo izračunali njihovo 
zastopanost v posameznih vzorcih. Ugotovili smo, da je večina mikroorganizmov, ki so 
prisotni že na lokaciji Sp. Stranje, prisotnih tudi v sedimentih vzdolž reke. Izjema je 
vrsta Variovorax boronicumulans, ki se pojavi samo na območju Sp. Stranje. 
Mikroorganizmi, ki predstavljajo največji delež mikrobne združbe sedimentov, spadajo 
v debla Proteobacteria (α, β in γ), Nitrospirae, Cyanobacteria in Bacteroidetes.  
Največji delež mikrobne združbe v vseh vzorcih sedimentov (20 %), razen v aprilskem 
(6 %) in junijskem (12 %) vzorcu lokacije CČN, predstavlja družina Comamonadaceae. 
Sledi družina Rhodobacteraceae, ki predstavlja 9 % mikrobne združbe. Izjema je 
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aprilski vzorec na lokaciji Sp. Stranje, pri katerem je delež omenjene družine višji (14 
%). Družina Sphingomonadaceae predstavlja približno 8 % in družina Nitrospiraceae 
6 % mikrobne združbe v vseh vzorcih, razen v aprilskem in junijskem vzorcu lokacije 
CČN, kjer delež pade pod 2 %. 
Flavobacteriaceae je družina mikroorganizmov, ki na vseh lokacijah predstavlja 
približno 3 % mikrobne združbe, s povišanjem v junijskih vzorcih lokacije CČN (7 %). 
Na lokaciji iztok CČN aprilskih in junijskih vzorcev velik delež mikrobne združbe 
predstavlja družina Rhodocyclaceae (10 %), medtem ko na drugih lokacijah delež te 
družine pade na 3 %. 
V preglednici 21 so povzeti predstavniki mikrobne združbe sedimentov, ki se z znatnim 
deležem pojavijo na vseh lokacijah vzorčenja sedimentov reke Kamniške Bistrice.  
V sedimentu smo s sekvenciranjem določili tudi bakterijsko družino Enterobacteriaceae 
v katero spada E. coli, vendar klasifikacija do rodu in vrst te družine ni uspela. 
Preglednica 21: Družine, rodovi in vrste mikroorganizmov, ki so prisotni v mikrobni združbi sedimentov. 
Deblo Družina Rod Vrsta 
Bacteroidetes   
 Flavobacteriaceae Flavobacterium Flavobacterium sp. 
Cyanobacteria   
 Nostocaceae  
Nitrospirae   
 Nitrospiraceae Nitrospira Nitrospira sp. 
Proteobacteria   
 Alcaligenaceae Azohydromonas Azohydromonas lata 
 Comamonadaceae Curvibacter Curvibacter delicatus 
  Hydrogenophaga Hydrogenophaga taeniospiralis 
   Hydrogenophaga flava 
  Polaromonas Polaromonas sp. 
   Polaromonas aquatica 
  Rhodoferax Rhodoferax ferrireducens 
  Rubrivivax Rubrivivax gelatinosus 
 Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobium Hyphomicrobium sp.  
 Methylophilaceae Methylotenera Methylotenera mobilis 
 Nitrosomonadaceae Nitrosomonas Nitrosomonas sp. 
 Pseudomonadaceae Rhizobacter Rhizobacter fulvus 
  Pseudomonas Pseudomonas pohangensis 
 Rhizobiaceae  
 Rhodobacteraceae Gemmobacter Gemmobacter tilapiae 
   Gemmobacter aquatilis 
  Rhodobacter Rhodobacter sp. 
 Rhodocyclaceae Dechloromonas Dechloromonas sp. 
 Sphingomonadaceae Sphingomonas Sphingomonas alpina 
  Novosphingobium Novosphingobium rosa 
 unclassified 
Burkholderiales 
Aquincola Aquincola tertiaricarbonis 
 Xanthomonadaceae Arenimonas Arenimonas sp. 
  Lysobacter Lysobacter ginsengisoli 
   Lysobacter thermophilus 
   Lysobacter oligotrophicus 
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Izmed vseh vzorcev sedimentov v sestavi mikrobne združbe najbolj izstopa aprilski 
vzorec lokacije iztok CČN, kjer družina Bacteroidaceae predstavlja kar 11 % mikrobne 
združbe, medtem ko na drugih lokacijah ni mikrobnih predstavnikov te družine. 
Mikroorganizmi, ki se na območju iztoka CČN pojavijo z deležem med 2 in 3 %, na 
ostalih lokacijah pa jih ni, oziroma so prisotni z deležem manjšim od 0,1 %, spadajo v 
družine Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Porphyromonadaceae, Desulfobulbaceae 
in Veillonellaceae (slika 14).  
Rodovi in vrste mikroorganizmov, ki se z znatnim deležem pojavijo v sedimentih 
območja iztoka CČN, vendar ne na drugih lokacijah, so zapisani v preglednici 22.  
 
Slika 14: Družine, ki predstavljajo znaten delež mikrobne združbe na območju iztoka CČN Domžale - 
Kamnik. 
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Preglednica 22: Družine, rodovi in vrste, ki predstavljajo znaten delež mikrobne združbe sedimentov na 
območju iztoka CČN Domžale - Kamnik. 
Deblo Družina Rod Vrsta 
Actinobacteria    
  Bifidobacteriaceae Bifidobacterium Bifidobacterium longum 
Bacteroidetes    
 Bacteroidaceae Bacteroides Bacteroides vulgatus 
   Bacteroides uniformis 
   Bacteroides dorei 
   Bacteroides ovatus 
 Porphyromonadaceae Barnesiella Barnesiella intestinihominis 
    Paludibacter Propionicigenes 
Firmicutes    
 Clostridiaceae Clostridium  
 Eubacteriaceae Eubacterium Eubacterium eligens 
 Lachnospiraceae Blautia Blautia wexlerae 
   Blautia faecis 
  Roseburia Roseburia faecis 
 Ruminococcaceae Faecalibacterium Faecalibacterium prausnitzii 
  Veillonellaceae Dialister Dialister invisus 
Proteobacteria    
 Desulfobulbaceae Desulfobulbus Desulfobulbus elongatus 
 Hyphomicrobiaceae Gemmiger Gemmiger formicilis 
 Hydrogenophilaceae Sulfuricella Sulfuricella denitrificans 
 Rhodocyclaceae Dechloromonas Dechloromonas hortensis 
      Dechloromonas aromatica 
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5 RAZPRAVA 
V naši raziskavi smo se osredotočili na vprašanje ali je E. coli zmožna preživeti v 
rečnem sedimentu in ali lahko med dvema sevoma E. coli v sedimentu poteče proces 
konjugacije ter preko plazmida prenos genov z zapisi za odpornost proti antibiotikom. 
Prvi korak naše raziskave je bil izolacija okoljskega seva E. coli, ki je služil kot 
recipientski sev pri procesu konjugacije. Sev smo uspeli izolirati iz zunanjega bazena 
Čistilne naprave Brežice in potrdili prisotnost tako E. coli kot drugih enteričnih po 
Gramu negativnih bakterij. S preverjanjem antibiotskih rezistenc in virulentnih 
dejavnikov recipientskega seva smo ugotovili, da je okoljski sev odporen proti 
antibiotiku (Ap). Sevu z našo metodo nismo določili nobenega izmed preverjanih genov 
za virulentne dejavnike. To potrjuje ugotovitve študije, da so v okolju prisotni 
antibiotiki (Peterson in Kaur, 2018). Dejstvo, da izoliran sev nima prisotnih znanih 
genov, povezanih z virulentnimi dejavniki, lahko povežemo z ugotovitvami, da vsi geni, 
ki niso potrebni za preživetje bakterijske celice v okolju predstavljajo dodatno breme in 
stroške vzdržvanja, kar je neugodno za celice v naravnem okolju, ki za preživetje 
nenehno tekmujejo z ostalo mikrobno skupnostjo (Händel in sod., 2013). 
Znano je, da se lahko v okolje na novo vneseni sevi E. coli naturalizirajo in postanejo 
del avtohtone okoljske mikrobiote. Ker se naturalizirani genotipi v okolju spreminjajo 
skozi čas in se genotipsko razlikujejo od izvirnega genotipa (Ishii in sod., 2006), smo v 
raziskavi preverjali ali lahko med dvema sevoma E. coli pride do konjugacijskega 
prenosa plazmida v rečnem sedimentu. Eksperiment smo pričeli s preverjanjem 
konjugacijskega prenosa plazmida v pretočnem respirometru v neavtoklaviranem 
sedimentu iz Kamniške Bistrice. Pogoje v respirometru smo nastavili na temperaturo 
10  °C in pretok vode 2,5  mL/min, kar ponazarja naravne razmere v rečnem sedimentu. 
Rezultati so pokazali, da oba seva, tako donorski, ki je navajen rasti v laboratorijskih 
pogojih, kot okoljski recipientski sev v sedimentu pri danih pogojih preživita, vendar 
med njima konjugacija ne poteče. Med potekom eksperimenta smo ponovno potrdili 
dejstvo, da je v naravni mikrobioti prisotnih veliko antibiotskih rezistenc, saj smo 
opazili mikrobno rast na vseh kontrolnih selekcijskih gojiščih z antibiotiki.  
Da bi ugotovili, kateri je omejujoči dejavnik za konjugacijski prenos plazmida, smo 
poskus nadaljevali na trdnih bakterijskih gojiščih. Za preverjanje ali je frekvenca 
konjugacije odvisna od prisotnosti hranil smo eksperiment izvedli tako na trdnih 
ploščah LB kot na trdnih ploščah iz sintetične vode, ki niso vsebovale dodanih hranil. 
Eksperiment smo prav tako izvedli pri različnih temperaturah konjugacije, da bi 
ugotovili, pri kateri temperaturi konjugacija ne poteka več. Frekvenco konjugacije smo 
izračunali z delitvijo števila celic transkonjugant s številom celic recipienta. Primerjava 
rezultatov z rezultati ostalih avtorjev predstavlja težavo, saj so rezultati različnih študij 
pridobljeni z različnimi metodami in rezultati frekvenc konjugacij izračunani na različne 
načine. Frekvenco konjugacije je možno izračunati glede na število transkonjugant na 
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začetno število donorskih ali recipientskih celic. Način izračuna frekvence konjugacije 
je tudi z delitvijo začetnega števila donorskih ali recipientskih celic s končnim številom 
zaradi daljših časov poteka konjugacije. Zaradi različnih tehnik izračuna frekvenca 
konjugacije pride tudi do razlik v rezultatih (Fernandez-Astroga in sod., 1992).  
Rezultati izvedbe konjugacij na trdnih ploščah z in brez hranil pri različnih 
temperaturah kažejo na primerljive rezultate učinkovitosti prenosa plazmida pri 
temperaturah od 37 °C do 27 °C z največjo frekvenco konjugacije pri 34 °C. Frekvenca 
konjugacije na hranilnem gojišču (gojišče LB) je v primerjavi s frekvenco konjugacije 
na gojišču brez hranil (gojišče iz sintetične vode) malenkost višja, še posebej pri 
temperaturah 34 °C in 10 °C. Pri 20 °C in 10 °C se je frekvenca konjugacije močno 
znižala ter pri 4 °C rasti transkonjugant nismo več opazili ne glede na tip gojišča. 
Rezultati se skladajo z ugotovitvijo, da je frekvenca konjugacije povezana s temperaturo 
in da so najboljši pogoji za proces konjugacije pri temperaturi okoli 37 °C, ki je 
povprečna temperatura ljudi in živali s stalno telesno temperaturo. Najvišjo frekvenco 
konjugacije smo izmerili pri 34 °C. Najnižja temperatura pri kateri so še zaznali 
transkonjugante je bila 8,5 °C (Fernandez-Astroga in sod., 1992). Naši rezultati se prav 
tako skladajo z ugotovitvami, da odsotnost hranil še posebej pri nizkih temperaturah ne 
inhibira popolnoma konjugacijskega prenosa plazmida (Fernandez-Astroga in sod., 
1992).  
Eksperiment smo nadaljevali z ugotavljanjem frekvence konjugacije v avtoklaviranem 
sedimentu ponovno z in brez dodanih hranil ter pri različnih temperaturah. Frekvence 
konjugacij v sedimentu so nižje kot frekvence konjugacij na ploščah, vendar sledijo 
istemu trendu povečevanja frekvence konjugacije s temperaturo. V sedimentu prisotnost 
hranil vpliva na frekvenco konjugacije pri temperaturah 30 °C in 27 °C. Najnižja 
temperatura, pri kateri smo zaznali transkonjugante v sedimentu, je bila 20 °C, kar je 
bistveno višje kot 10 °C pri konjugaciji na trdnih ploščah. Pomanjšanje frekvence 
konjugacijskega prenosa v sedimentu lahko pojasnimo z ugotovitvijo, da so zaradi 
nehomogenosti naravnega okolja možnosti interakcij med celicami donorskega in 
recipientskega seva omejene (Raynaud in Nunan, 2014). 
Kako hitrost vodnega toka oz. pretok vpliva na frekvenco konjugacijskega prenosa v 
sedimentu smo preverili s poskusom v pretočnem respirometru. Rezultati so pokazali, 
da vzpostavljen tok odnaša bakterijske celice iz sedimenta in iz sistema v zbiralno 
posodo. Konjugacijo v respirometru smo tako zaznali le v odsotnosti vodnega toka. Da 
so bili rezultati konjugacije v respirometru z vzpostavljenim tokom negativni, še ne 
pomeni, da bakterijske celice v takšnih pogojih niso sposobne vršiti konjugacije. Morda 
bi za uspešnost konjugacije bilo potrebno močno povišati koncentracijo donorskih in 
recipientskih celic v sedimentu in na ta način povečati možnosti za naključen stik med 
celicami. Dober prikaz za to so celični biofilmi, ki se pogosto pojavljajo v rečnih 
sedimentih, zagotavljajo stabilen stik med celicami in štejejo za vroče točke 
konjugacijskega prenosa (van Elsas in Bailey, 2002). Iz dobljenih rezultatov sklepamo, 
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da je konjugacija v sedimentih možna v primeru, da so biotski in abiotski dejavniki 
optimalni za rast bakterijskih sevov, ki tvorijo konjugacijski par oz. favorizirajo 
nastanek biofilma. 
Tekom naše raziskave smo se prav tako spraševali, kakšna je mikrobna združba 
sedimentov reke Kamniške Bistrice in kako se ta spreminja s tokom, ki je v spodnjem 
delu porečja reke obdan s kmetijskimi dejavnostmi. Reke so pogosto glavni vir pitne 
vode ter vir vode za, kmetijsko dejavnost in industrijo, izpust neprečiščenih in delno 
prečiščenih odpadnih vod v reke pa povečuje njihovo onesnaženje, kar predstavlja velik 
problem predvsem v državah v razvoju (Pimpunchat in sod., 2009). 
Rezultati sekvenciranja naslednje generacije na sedimentih reke Kamniške Bistrice se 
skladajo z rezultati drugih raziskav, da so si bakterijske skupnosti vodnih ekosistemov 
med seboj na splošno podobne z najpogostejšimi globalno porazdeljenimi predstavniki 
avtohtonih bakterijskih skupnosti, ki spadajo v debla Proteobacteria (α, β, in γ), 
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria (Liu in sod., 2018), Acidobacteria (Beier 
in sod., 2008), Nitrospirae, Chloroflexi in Verrucomicrobia (Gibbons in sod., 2014). 
Mikrobno združbo sedimentov reke Kamniške Bistrice z največjim deležem 
predstavljajo mikroorganizmi družin Comamonadaceae in Rhodobacteraceae. To so 
okolijski mikroorganizmi, ki jih najdemo v vodnih in talnih ekosistemih, kjer sodelujejo 
pri biogeokemičnih procesih (Willems, 2014). 
Mikroorganizmi iz rodu Flavobacterium so prav tako bili znatni predstavniki mikrobne 
združbe na vseh območjih vzorčenja sedimentov reke Kamniške Bistrice. To ni 
presenečenje, saj so predstavniki rodu Flavobacterium navajeni na rast pri nižjih 
temperaturah in močno razširjeni v naravnem okolju. Najdemo jih tako v tleh kot v 
rekah in rečnih sedimentih, kjer so v hladnih obdobjih primarni mineralizatorji 
kompleksnih organskih materialov (Tamaki in sod., 2003). Poleg rodu Flavobacterium 
so bili del mikrobne združbe sedimentov tudi predstavniki družin Nostoceae in 
Nitrospiraceae, ki v sedimentih sodelujejo pri procesih kroženja dušika. Tudi ostali 
predstavniki v mikrobni združbi zastopanih družin so mikroorganizmi, ki jih primarno 
najdemo v naravnih okoljih, so večinoma prilagojeni na rast pri nižjih temperaturah in 
imajo ključno vlogo pri kroženju hranil, imobilizaciji težkih kovin ter razgradnji 
organskih snovi (Xia in sod., 2014).  
Najzanimivejšo točko preverjanja mikrobne združbe rečnih sedimentov predstavlja 
lokacija tik pod izlivom obdelane vode CČN v reko. Na tem mestu smo še posebej v 
aprilskih vzorcih zaznali znaten delež nekaterih bakterijskih rodov, med katere spadajo 
Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium in Eubacterium, ki so najpogostejši 
kolonizatorji človeškega črevesja in pogosti indikatorji fekalnega onesnaženja 
(Tchaptchet in Hansen, 2011). Razlog za pojav teh bakterij na tem območju bi lahko bil 
prav iztok obdelane komunalne vode iz CČN. Poleg rodov, ki so tipični predstavniki 
črevesne mikrobiote se samo na tem mestu pojavita tudi dve mikrobni vrsti 
Dechloromonas aromatica in Sulfuricella denitrificans. D. aromatica pogosto najdemo 
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v okolju še posebej v zemlji in odpadnem blatu. Izolirana je bila iz reke onesnažene s 
komponentami benzena, toluena, etilbenzena in ksilena, saj je zmožna anaerobne 
razgradnje klorobenzoata in oksidacije Fe(II) ter H2S (Salinero in sod., 2009). 
S. denitrificans je fakultativni anaerob, ki so ga izolirali iz celinskih vod in je zmožen 
oksidacije elementarnega žvepla in tiosulfata (Kojima in Fukui, 2010). Prisotnost teh 
dveh mikroorganizmov v sedimentu ne bi pritegnila pozornosti, če se ne bi pojavila 
samo na enem območju. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je območje pod iztokom CČN 
bolj onesnaženo z večjimi koncentracijami žvepla. S tem se lahko navežemo na 
ugotovitev, da spremembe v mikrobni združbi nastanejo zaradi nadomeščanja 
občutljivih bakterijskih vrst z bolj odpornimi bakterijskimi vrstami (Blanck, 2002).  
Iz tega lahko zaključimo, da je konjugacija v rečnih sedimentih možna pod pogoji, ki so 
optimalni za preživetje in zadostno namnožitev določenega seva. Velik dejavnik za 
prenos in raznos rezistenc v okolju predstavlja prisotnost antibiotikov. Višje kot bodo 
koncentracije antibiotikov v okolju, večje bo tveganje za prenos in s tem raznos 
rezistenc, saj se bodo frekvence prenosa genov rezistenc povišale zaradi vedno večjega 
selekcijskega pritiska. Prenos genov za odpornost proti antibiotikom predstavlja 
tveganje za človeka predvsem v fekalno onesnaženih in toplejših rekah, kjer lahko pride 
do prenosa teh genov v seve, ki so za človeka patogeni. Primer so iztoki prečiščene 
komunalne vode iz čistilnih naprav v reke, kjer lahko pride do kopičenja humanih 
fekalnih in patogenih sevov, kot je bilo predstavljeno na sliki 13.  
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6 SKLEPI 
• E. coli smo uspešno izolirali iz vzorca osrednjega bazena čistilne naprave. 
 
• Potrdili smo, da je izolirani okoljski sev odporen proti ampicilinu, vendar nima 
prisotnih testiranih genov virulence. 
 
• Potrdili smo, da so okoljski mikroorganizmi odporni proti antibiotikom (Ap, 
Tp), tudi proti več antibiotikom hkrati (ApTp). 
 
• Konjugacija med dvema sevoma E. coli je odvisna od temperature. Konjugacija 
na trdnem gojišču poteče pri temperaturi najmanj 10 °C in z višjo frekvenco ob 
prisotnosti hranil. 
 
• Konjugacija v sedimentu je možna pod pogojem, da je v sedimentu zadostna 
koncentracija celic donorja in recipienta. 
  
• Uspešno smo določili strukturo mikrobne združbe sedimentov reke Kamniške 
Bistrice. 
 
• Mikroorganizmi, ki so večinski predstavniki mikrobne združbe vseh vzorcev 
sedimentov spadajo v debla Proteobacteria, Nitrospirae, Cyanobacteria in 
Bacteroidetes ter so tipični predstavniki vodnih ekosistemov.  
 
• Do večje razlike v sestavi mikrobne združbe sedimentov pride na lokaciji iztok 
CČN, kjer se z znatnim deležem pojavijo mikroorganizmi, ki se ne pojavljajo na 
drugih lokacijah. Spadajo v družine Bifidobacteriaceae, Bacteroidaceae, 
Clostridiaceae, Eubacteriaceae, katerih predstavnike najdemo v človeški 
črevesni mikrobioti.  
 
• Iz dobljenih rezultatov sklepamo, da je konjugacija v sedimentih možna v 
primeru, da so biotski in abiotski dejavniki optimalni za rast bakterijskega seva. 
V sedimentih pod iztokom CČN smo zaznali pojav črevesnih bakterij, preko 
katerih bi lahko prišlo do prenosa genov antibiotskih rezistenc in virulentnih 
dejavnikov na ostale bakterijske seve, ki bi lahko postali potencialni patogeni.  
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7 POVZETEK 
Bakterija E. coli je eden izmed pomembnih komenzalnih mikroorganizmov v 
človeškem prebavnem sistemu, hkrati pa je lahko za človeka patogena. V zdravstvu 
vedno večje tveganje predstavljajo odpornosti bakterij proti antibiotikom, le-te se lahko 
med bakterijskimi sevi prenašajo s procesom konjugacije in se tako razširjajo, kar 
otežuje zdravljenje bakterijskih okužb.  
Da bi ugotovili ali je prenos antibiotske rezistence s procesom konjugacije možen v 
naravnem okolju, smo izvedli eksperimentalni poskus ugotavljanja frekvence 
konjugacije v rečnem sedimentu. Konjugacijo med dvema sevoma E. coli smo izvedli 
tako v prisotnosti kot v odsotnosti hranil, na trdnih bakterijskih gojiščih in v sedimentu 
ter pri različnih temperaturah. Rezultati kažejo, da je frekvenca konjugacije odvisna od 
temperature in se zmanjša pri temperaturah nižjih od 20 °C. Frekvenca konjugacije je 
prav tako odvisna od prisotnosti hranil, kar se še posebej pokaže v sedimentu, kjer je 
konjugacijski prenos plazmida manjši kot na agarskih ploščah, in pri nižjih 
temperaturah.  
Prav tako nas je zanimala mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice, ki smo 
jo določali s sekvenciranjem naslednje generacije. Z največjim deležem zastopana 
bakterijska debla so bila Proteobacteria, Nitrospirae, Cyanobacteria in Bacteroidetes z 
rodovnimi predstavniki Flavobacterium, Nitrospira, Polaromonas, Rhodoferax, ki so 
med najpogostejšimi predstavniki vodnih ekosistemov. Največje spremembe v mikrobni 
združbi smo opazili na območju iztoka CČN, kjer smo zaznali porast deleža bakterijskih 
rodov, ki so kolonizatorji človeškega prebavnega sistema.  
Iz dobljenih rezultatov sklepamo, da je konjugacija v sedimentih možna v pogojih, v 
katerih donorski in recipientski sev preživita ter se razmnožita v zadostni koncentraciji, 
kar je za v okolje na novo predstavljene mikroorganizme zelo težko. V primeru 
preživetja in konjugacijskega prenosa antibiotske rezistence bi to problem za ljudi 
predstavljalo predvsem v fekalno onesnaženih vodah, kjer bi lahko prišlo do prenosa 
antibiotskih rezistenc na človeške patogene.  
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PRILOGE 
Priloga A: Slika gela agrozne gelske elektroforeze pomnožkov ERIC-PCR. 
 
Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli vzorce, ki so vsebovali 20 L 
izolirane DNA in 5 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – recipientski sev US 37, 2 – 9 – sevi iz 
selekcijskega gojišča za recipientski sev MAC Ap, po konjugaciji v neavtoklaviranem sedimentu, - – 
negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno da, vsi ERIC-PCR profili sevov iz 
selekcijskega gojišča MAC Ap ustrezajo ERIC-PCR profilu recipientskega seva US 37. 
 
Priloga B: Slika gela agarozne gelske elektroforeze izoliranega plazmida pKJK5. 
 
Agarozni gel je bil iz 1 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli vzorec iz 10 L izolirane DNA in 
2,5 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – plazmid pKJK5 iz donorskega seva 
MG1655 pKJK5, 2 – recipientski sev US37 brez plazmida, 3 – plazmid pKJK5 transkonjugante USK 1.  
Iz slike je razvidno, da smo plazmid pKJK5 uspešno izolirali iz donorskega seva MG1655 pKJK5 in iz 
transkonjugante, vendar ne iz recipientskega seva US 37.  
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
Priloga C: Slike mikroskopskih preparatov donorskih in recipientskih celic ter celic transkonjugant. 
 
Celice smo opazovali pri 4.000 × povečavi pri navadni svetlobi in UV filtrih D/F/T za opazovanje rdeče 
fluorescence ter WIB za opazovanje zelne fluorescence.  
Legenda: a – MG1655 pKJK5 brez filtra, b – MG1655 pKJK5, mChrerry (eksitacija svetlobe pri 587 nm 
in emisija pri 610 nm),  filter D/F/T, c – MG1655 pKJK5, filter WIB, d – US37, brez filtra, e – US37, 
filter D/F/T, e – US37, filter WIB, f – USK 1, brez filtra, g – USK1, filter D/F/T, h – USK 1, GFP 
(eksitacija pri 484 nm in emisija pri 507 nm), filter WIB. Iz slike je razvidno, da celice donorskega seva 
MG1655 pKJK5 pod filtrom D/F/T svetijo rdeče in ne svetijo pod filtrom WIB. Celice recipientskega 
seva US 37 ne svetijo pod nobenim izmed filtrom za opazovanje fluorescence, medtem ko celice 
transkonjugant USK 1 svetijo zeleno pod obema filtroma za opazovanje fluorescence. 
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Priloga D: Slike gelov agarozne gelske elektroforeze pomnožkov PCR za ugotavljanje prisotnosti 
izbranih genov z virulenco povezanih dejavnikov. 
 
Priloga D1: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (picU - BJ63, 
afa/draBC - BJ54), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v 
recipientskem sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov picU in afa/draBC. 
 
Priloga D2: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (iha - BJ63, 
cnf1 - BJ33), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v 
recipientskem sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov iha in cnf.
Skamen U. Mikrobna združba sedimentov reke Kamniške Bistrice in frekvenca konjugacijskega prenosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Priloga D3: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 100 bp DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (papGII - 
BJ29, papC - BJ33), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v 
recipientskem sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov papGII in papC. 
 
Priloga D4: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (iroN, iucD - 
BJ23), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v recipientskem 
sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov iroN in iucD. 
  
Priloga D5: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (fyuA - BJ23, 
hlyA - BJ33), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v 
recipientskem sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov fyuA in hlyA.
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Priloga D6: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (fimH, kpsMT 
- BJ23), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v recipientskem 
sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov fimH in kpsMT. 
 
Priloga D7: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (ireA, sfaDE - 
BJ23), - - negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v recipientskem 
sevu US 37 ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov ireA in sfaDE.
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Priloga D8: Agarozni gel je bil iz 1,5 % agaroze v 1 × TBE pufru. Na gel smo nanesli 5 L izolirane 
DNA in 1 L 6 × nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 50 bp DNA, 1 – US37, + - pozitivna kontrola (BJ33), - - 
negativna kontrola (dodatek sdH2O namesto DNA). Iz slike je razvidno, da v recipientskem sevu US 37 
ni prisotnih genov z virulenco povezanih dejavnikov papGIII. 
 
Priloga E: Sliki gelov agarozne gelske elektroforeze izolirane DNA iz aprilskih in junijskih vzorcev 
sedimentov. 
 
Agarozni gel je bil 1 % agaroze v 1 × TBE. Na gel smo nanesli 20 L izolirane DNA in 5 L 6 × 
nanašalnega pufra. Standardne lestvice smo nanseli 0,5 g. 
Legenda: L – standardna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA, 1a/1b – vzorec izolirane DNA lokacijskega 
replikata Spodnje Stranje, 2a/2b – lokacijski replikat nad CČN, 3a/3b – lokacijski replikat CČN, 4a/4b – 
lokacijski replikat Bišče, 5a/5b – lokacijski replikat Videm. Iz slike je razvidno, da smo DNA uspešno 
izolirali tako iz junijskih kot iz aprislkih vzorcev sedimentov. 
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Priloga F: CFU/mL donorskega seva E. coli MG1655 pKJK5 (LB KnTp), recipientskega seva E. coli US 
37 (LB Ap) in celic transkonjugant (LB ApTp) pred in po konjugaciji na trdnem gojišču z in brez hranil. 
Temperatura 
[ °C] 
Selekcijsko 
gojišče  
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
    Gojišče LB Sintetično gojišče 
37 
LB KnTp 1,34×108 1,09×1011 1,38×108 6,50×108 
LB Ap 1,76×107 1,73×109 3,00×107 7,50×108 
LB ApTp 0 1,14×107 0 3,70×106 
LB KnTp 1,67×108 1,27×1012 1,29×108 6,30×109 
LB Ap 5,20×106 2,61×109 3,10×107 7,50×109 
LB ApTp 0 2,20×107 0 3,20×107 
LB KnTp 1,97×108 9,00×1010 1,16×108 3,10×108 
LB Ap 1,79×107 1,05×109 7,50¸107 1,25×108 
LB ApTp 0 6,10×106 0 1,80×105 
34 
LB KnTp 9,30×107 6,00×1010 8,90×107 1,32×109 
LB Ap 3,40×107 3,60×108 3,10×107 4,50×108 
LB ApTp 0 1,85×107 0 1,25×107 
LB KnTp 9,30×107 6,30×1010 8,90×107 9,10×108 
LB Ap 3,40×107 2,90×108 3,10×107 3,30×108 
LB ApTp 0 1,33×107 0 1,02×107 
LB KnTp 1,22×108 1,12×1011 1,14×108 1,48×109 
LB Ap 4,70×107 5,50×108 4,20×107 5,60×108 
LB ApTp 0 3,20×107 0 1,26×107 
30 
LB KnTp 1,67×108 8,40×1010 1,10×108 7,10×108 
LB Ap 5,20×107 1,91×109 2,40×107 1,18×109 
LB ApTp 0 5,40×106 0 3,30×106 
LB KnTp 1,21×108 1,74×1011 1,20×108 8,00×108 
LB Ap 3.30×107 7,10×108 3,00¸107 1,25×109 
LB ApTp 0 5,70×106 0 2,60×106 
LB KnTp 1,16×108 1,56×1011 9,70×107 6,20×108 
LB Ap 3.70×107 1,25×109 2,60×107 2,21×108 
LB ApTp 0 6,70×106 0 1,06×106 
27 
LB KnTp 3,70×108 1,36×1011 3,00×108 8,60×108 
LB Ap 3,50×107 5,10×108 2,00×107 5,60×108 
LB ApTp 0 3,40×106 0 3.60×106 
LB KnTp 1,23×108 1,21×1011 2,60×108 8,10×108 
LB Ap 5,70×107 7,10×108 3,90×107 8,40×108 
LB ApTp 0 3,00×106 0 2,50×106 
LB KnTp 3,20×108 1,57×1011 1,16×108 5,50×108 
LB Ap 1,15×108 1,83×109 7,50×107 2,70×108 
LB ApTp 0 5,60×106 0 4,10×105 
20 
LB KnTp 1.07×107 8,20×109 1,00×108 1,82×108 
LB Ap 1,79×107 7,80×109 8,40×107 1,53×109 
LB ApTp p 0 8,20×103 0 4,60×103 
LB KnTp 1,24×108 3,30×109 1,09×109 3,10×108 
LB Ap 9,30×107 9,40×109 4,30×107 1,22×109 
LB ApTp 0 1,48×104 0 2,00×103 
LB KnTp 1,37×108 9,70×109 7,40×107 1,59×108 
LB Ap 4,20×107 3,60¸109 2,80×107 9,70×108 
LB ApTp 0 6,20×103 0 1,40×103 
se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge F: CFU/mL donorskega seva  E. coli MG1655 pKJK5 (LB KnTp), recipientskega 
seva E. coli US 37 (LB Ap) in celic transkonjugant (LB ApTp) pred in po konjugaciji na trdnem gojišču z 
in brez hranil. 
Temperatura 
[ °C] 
Selekcijsko 
gojišče  
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
    Gojišče LB Sintetično gojišče 
10 
LB KnTp 7,00×107 4,00×108 4,50×107 1,14×108 
LB Ap 3,90×107 9,70×109 2,70×107 1,52×109 
LB ApTp 0 3,60×102 0 1,00×101 
LB KnTp 1,41×108 6,60×108 3,10×108 5,40×108 
LB Ap 7,80×107 9,40×109 1,24×108 3,20×109 
LB ApTp 0 2,90×102 0 3,00×101 
LB KnTp 8,20×107 5,90×108 1,39×108 1,72×108 
LB Ap 4,90×107 8,70×109 1,11×108 1,24×109 
LB ApTp 0 2,90×102 0 1,00×101 
4 
LB KnTp 1,41×108 1,88¸107 1,28×108 7,30×106 
LB Ap 7,80×107 2,10×107 5,40×107 1,67×107 
LB ApTp 0 0 0 0 
LB KnTp 8,20×107 1,33×107 1,39×107 7,30×106 
LB Ap 4,90×107 2,28¸107 1,11×108 1,34×107 
LB ApTp 0 0 0 0 
LB KnTp 7,00×107 1,19×107 8,20×107 1,72×106 
LB Ap 3,90×106 1,84×106 4,90×107 2,01×106 
LB ApTp 0 0 0 0 
 
Priloga G: CFU/mL donorskega seva E. coli MG1655 pKJK5 (LB KnTp), recipientskega seva E. coli US 
37 (LB Ap) in celic transkonjugant (LB ApTp) pred in po konjugaciji v sedimentu z in brez hranil. 
Temperatura 
[ °C] 
Selekcijsko 
gojišče  
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
    Sediment z LB Sediment brez LB 
37 
LB KnTp 4,10×108 3,40×109 3,20×108 1,95×108 
LB Ap 1,38×108 5,90×108 1,26×108 7,50×107 
LB ApTp 0 3,06×105 0 1,36×104 
LB KnTp 1,67×108 1,90×109 3,20×108 2,38×108 
LB Ap 5,20×106 7,80×108 1,26×108 1,22×108 
LB ApTp 0 5,00×105 0 1,34×104 
LB KnTp 1,37×108 2,03×109 1,28×108 1,83×108 
LB Ap 9,70×107 5,10×108 7,40×107 4,20×107 
LB ApTp 0 1,07×105 0 8,50×103 
34 
LB KnTp 3,80×108 3,00×108 3,20×108 5,00×107 
LB Ap 8,30×107 8,70×107 6,40×107 7,30×107 
LB ApTp 0 3,00×105 0 1,25×105 
LB KnTp 9,30×107 1,54×108 8,90×107 3,80×107 
LB Ap 3,40×107 4,20×107 3,10×107 1,78×107 
LB ApTp 0 1,70×105 0 5,00×104 
LB KnTp 1,22×108 2,03×108 1,14×108 2,90×107 
LB Ap 1,88×107 5,90×107 4,20×107 3,10×107 
LB ApTp 0 2,80×105 0 1,16×105 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje priloge G: CFU/mL donorskega seva E. coli MG1655 pKJK5 (LB KnTp), recipientskega 
seva E. coli US 37 (LB Ap) in celic transkonjugant (LB ApTp) pred in po konjugaciji v sedimentu z in 
brez hranil. 
Temperatura  
[ °C] 
Selekcijsko 
gojišče  
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
    Sediment z LB Sediment brez LB 
30 
LB KnTp 1,67×108 9,30×107 1,10×108 2,90×107 
LB Ap 5,20×107 1,13×107 2,40×107 8,50×106 
LB ApTp 0 3,40×103 0 7,50×102 
LB KnTp 1,21×108 6,10×107 1,20×108 1,74×107 
LB Ap 3,30×107 5,50×106 3,00×107 4,90×106 
LB ApTp 0 2,30×103 0 3,10×102 
LB KnTp 1,16××108 5,80×107 9,70×107 1,58×107 
LB Ap 3,70×107 9,10×106 2,60×107 1,01×107 
LB ApTp 0 1,90×103 0 5,20×102 
27 
LB KnTp 1,23×108 2,12×108 1,16×108 6,40×107 
LB Ap 1,15×108 4,20×107 7,50×107 9,50×107 
LB ApTp 0 2,20E+02 0 9,00×101 
LB KnTp 4,10×108 2,50×108 2,20×108 1,06×108 
LB Ap 1,37×108 5,30×107 1,18×108 5,50×107 
LB ApTp 0 2,00×102 0 3,00E+01 
LB KnTp 1,59×108 1,75×108 1,41×108 7,40×107 
LB Ap 1,04×108 2,13×107 7,50×107 4,70×107 
LB ApTp 0 1,30×102 0 4,00×101 
20 
LB KnTp 5,50×107 6,10×107 4,60×107 9,60×106 
LB Ap 3,10×107 3,10×108 2,90×107 1,68×108 
LB ApTp 0 2,10×102 0 2,00×101 
LB KnTp 1,37×108 1,58×108 1,21×108 1,73×107 
LB Ap 9,40×107 2,43×108 7,60×107 2,03×108 
LB ApTp 0 1,40×102 0 4,00×101 
LB KnTp 1,52×108 1,33×108 1,38×108 2,70×107 
LB Ap 1,16×108 2,90×108 9,00×107 1,94×108 
LB ApTp 0 9,00×101 0 4,00×101 
10 
LB KnTp 7,00×107 1,62×108 4,50×107 5,00×107 
LB Ap 3,90×107 1,20×109 2,70×107 1,96×108 
LB ApTp 0 0 0   
LB KnTp 1,41×108 2,30×108 3,10×108 1,13×108 
LB Ap 7,80×107 1,24×109 1,24×108 3,40×108 
LB ApTp 0 0 0   
LB KnTp 8,20×107 1,37×108 1,39×108 9,80×107 
LB Ap 4,90×107 8,30×108 1,11×108 2,10×108 
LB ApTp 0 0 0   
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Priloga H: CFU/mL donorskega seva E. coli MG1655 pKJK5 (LB KnTp), recipientskega seva E. coli US 
37 (LB Ap) in celic transkonjugant (LB ApTp) pred in po konjugaciji v respiratornem sistemu. 
Temperatura 
[ °C] 
Tok 
(mL/min) Selekcijsko gojišče  
CFU/mL pred 
konjugacijo 
CFU/mL po 
konjugaciji 
Respiratorni sistem 
37 0 
LB KnTp 3,20×109 1,05×108 
LB Ap 2,88×109 5,46×107 
LB ApTp 0 4,71×104 
LB KnTp 2,80×109 1,92×107 
LB Ap 1,40×109 2,58×106 
LB ApTp 0 1,80×103 
37 1 
LB KnTp 1,45×109 2,70×106 
LB Ap 9,00×108 3,57×106 
LB ApTp 0 0 
LB KnTp 2,93×109 2,64×106 
LB Ap 2,43×109 2,64×106 
LB ApTp 0 0 
37 2,5 
LB KnTp 2,00×109 8,40×105 
LB Ap 6,00×108 7,80×104 
LB ApTp 0 0 
LB KnTp 1,56×109 6,60×105 
LB Ap 2,85×109 2,91×105 
LB ApTp 0 0 
10 1 
LB KnTp 1,65×109 1,14×105 
LB Ap 1,40×109 1,44×106 
LB ApTp 0 0 
LB KnTp 2,70×109 2,46×105 
LB Ap 2,90×108 2,22×106 
LB ApTp 0 0 
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Priloga I: Studentov t-test frekvenc konjugacij na trdnem gojišču in v sedimentu v odvisnosti od 
prisotnosti hranil. 
 Gojišče LB Sintetično gojišče Sediment z LB Sediment brez LB 
Temperatura [°C] 37 °C 
Frekvenca konjugacije [-
log10] 
2,18 2,31 3,29 3,74 
2,07 2,37 3,19 3,96 
2,24 2,84 3,68 3,69 
Povp. frekvenca 
konjugacije [-log10] 2,16 2,51 3,39 3,80 
Standardna deviacija 0,08 0,29 0,26 0,14 
t-vrednost 1,95 2,43 
p-vrednost 0,19 0,14 
Temperatura [°C] 34 °C 
Frekvenca konjugacije [-
log10] 
1,29 1,56 2,46 2,77 
1,34 1,51 2,39 2,55 
1,24 1,65 2,32 2,43 
Povp. frekvenca 
konjugacije [-log10] 1,29 1,57 2,39 2,58 
Standardna deviacija 0,05 0,07 0,07 0,17 
t-vrednost 5,64 1,76 
p-vrednost 0,03 0,22 
Temperatura [°C] 30 °C 
Frekvenca konjugacije [-
log10] 
2,55 2,55 3,52 2,77 
2,10 2,68 3,38 2,55 
2,27 2,32 3,68 2,43 
Povp. frekvenca 
konjugacije [-log10] 2,30 2,52 3,53 2,58 
Standardna deviacija 0,23 0,18 0,15 0,17 
t-vrednost 1,26 7,16 
p-vrednost 0,34 0,02 
Temperatura [°C] 27 °C 
Frekvenca konjugacije [-
log10] 
2,18 2,19 5,28 6,02 
2,37 2,53 5,42 6,26 
2,51 2,82 5,21 6,07 
Povp. frekvenca 
konjugacije [-log10] 2,35 2,51 5,31 6,12 
Standardna deviacija 0,17 0,31 0,11 0,13 
t-vrednost 0,76 8,48 
p-vrednost 0,52 0,01 
Temperatura [°C] 20 °C 
Frekvenca konjugacije [-
log10] 
5,98 5,52 6,17 6,92 
5,80 5,79 6,24 6,71 
5,76 5,84 6,51 6,69 
Povp. frekvenca 
konjugacije [-log10] 5,85 5,72 6,31 6,77 
Standardna deviacija 0,11 0,17 0,18 0,13 
t-vrednost 1,12 3,63 
p-vrednost 0,38 0,07 
Temperatura [°C] 10 °C    
Frekvenca konjugacije [-
log10] 
7,43 8,18   
7,51 8,03   
7,48 8,09   
Povp. frekvenca 
konjugacije [-log10] 7,47 8,10   
Standardna deviacija 0,04 0,08   
t-vrednost 12,50   
p-vrednost 0,01   
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 Priloga J: Koncentracija izolirane DNA iz vzorcev sedimentov, koncentracija pomnoženih produktov  
hipervariabilnih regij 16S in končna koncentracija knjižnic. 
Ime vzorca 
Št. 
vzorca Barkoda 
Koncentracija 
izolirane DNA 
[ng/uL) 
Koncentracija 
pomnoženih 
produktov DNA 
[ng/uL] 
Koncentracija 
knjižnic [pM] 
Aprilski vzorci     
Sp. Stranje 1 5 0,214 39,7 13000 
Sp. Stranje 2 6 0,454 29,4 17200 
Nad CČN 3 7 0,236 46,6 9600 
Nad CČN 4 8 0,828 32,8 33250 
CČN 5 9 1,7 44,9 17100 
CČN 6 10 1,15 136,1 44900 
Bišče 7 11 1,75 119,1 20100 
Bišče 8 12 3,66 24,2 54650 
Videm 9 13 1,94 43,7 36400 
Videm 10 14 5,96 47,3 47150 
Junijski vzorci     
Sp. Stranje 11 15 0,258 50,0 28200 
Sp. Stranje 12 16 0,52 51,9 18400 
Nad CČN 13 17 1,15 46,6 67350 
Nad CČN 14 18 0,808 39,0 27100 
CČN 15 20 2,08 42,8 37700 
CČN 16 21 1,02 29,2 1380 
Bišče 17 23 0,314 62,1 975 
Bišče 18 24 0,74 35,6 55100 
Videm 19 25 0,5 202,2 29450 
Videm 20 26 1,54 19,5 65950 
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Priloga K: Izračun alfa-diverzitete mikrobne združbe posameznih vzorcev. 
          NIVO DRUŽINE NIVO RODU NIVO VRSTE 
 VZOREC 
Št. 
družin Št. rodov 
Št. 
vrst 
Simpson-
ov indeks 
[%] 
Shannon 
Wiener-jev 
indeks  
Pielou-
jev 
indeks  
Simpson-
ov indeks 
[%] 
Shannon 
Wiener -
jev indeks  
Pielou-jev 
indeks  
Simpson-
ov indeks 
[%] 
Shannon 
Wiener -
jev indeks  
Pielou-
jev 
indeks  
A
p
ri
l 
Sp. 
Stranje  126 102 106 8,44 1,39 0,66 4,92 1,53 0,76 4,57 1,62 0,80 
Nad CČN 115 87 90 10,95 1,30 0,63 4,87 1,49 0,77 4,53 1,54 0,79 
Nad CČN 119 114 104 6,56 1,43 0,69 4,32 1,58 0,77 3,65 1,68 0,83 
Iztok 
CČN 173 201 264 4,34 1,64 0,73 4,89 1,69 0,73 3,64 1,80 0,74 
Iztok 
CČN 167 159 171 5,21 1,56 0,70 3,41 1,69 0,77 2,91 1,80 0,81 
Bišče 188 179 182 4,01 1,67 0,73 3,59 1,71 0,76 3,19 1,79 0,79 
Bišče 160 159 188 7,64 1,48 0,67 3,67 1,64 0,75 2,95 1,78 0,78 
Videm 147 142 162 7,28 1,47 0,68 3,89 1,63 0,76 3,16 1,75 0,79 
Videm 203 181 188 7,14 1,54 0,67 4,55 1,59 0,71 3,83 1,69 0,74 
J
u
n
ij
 
Sp. 
Stranje  171 144 158 8,92 1,40 0,63 5,52 1,51 0,70 3,41 1,72 0,78 
Sp. 
Stranje  156 158 150 6,48 1,50 0,69 4,47 1,60 0,73 4,00 1,70 0,78 
Nad CČN 177 154 151 5,32 1,59 0,71 4,15 1,62 0,74 3,84 1,70 0,78 
Nad CČN 178 157 144 4,68 1,63 0,72 4,15 1,61 0,74 4,11 1,68 0,78 
Iztok 
CČN 194 191 232 6,19 1,55 0,68 3,95 1,66 0,73 2,75 1,83 0,77 
Iztok 
CČN 89 96 113 6,56 1,42 0,73 4,01 1,60 0,81 3,57 1,70 0,83 
Bišče 139 114 114 6,22 1,53 0,71 4,91 1,54 0,75 4,31 1,62 0,79 
Bišče 134 117 119 7,94 1,44 0,68 5,33 1,52 0,74 4,05 1,64 0,79 
Videm 124 100 97 8,18 1,43 0,68 5,34 1,50 0,75 4,28 1,59 0,80 
Videm 168 148 149 7,65 1,51 0,68 4,81 1,56 0,72 4,19 1,63 0,75 
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Priloga L: Izračun beta-diverzitete mikrobne združbe lokacijskih replikatov.  
  Bray-Curtis-ova neenakost Jaccard-ov indeks 
  
Lokacijski 
replikati Nivo družine Nivo rodu Nivo vrste 
Nivo 
družine Nivo rodu Nivo vrste 
A
p
ri
l 
Nad CČN 0,29 0,32 0,41 0,68 0,62 0,58 
Iztok CČN 0,53 0,61 0,69 0,66 0,51 0,44 
Bišče 0,22 0,30 0,36 0,77 0,71 0,64 
Videm 0,46 0,43 0,47 0,69 0,67 0,63 
J
u
n
ij
 
Sp. Stranje 0,5 0,49 0,58 0,78 0,80 0,74 
Nad CČN 0,13 0,16 0,16 0,85 0,72 0,70 
Iztok CČN 0,68 0,68 0,70 0,44 0,46 0,43 
Bišče 0,16 0,17 0,16 0,82 0,75 0,75 
Videm 0,51 0,48 0,51 0,70 0,60 0,59 
 
